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RESUMEN 
 
En la presente investigación se avanzaron dos generaciones (F1 y F2) de frijol común o 
judía (Phaseolus vulgaris L) descendientes del cruzamiento doble Wilkinson-2/PHA 
0219-06//A493/PHA0704-01, que incluye material resistente de origen Mesoamericano 
y líneas recombinantes naturales de origen español, seleccionado por su resistencia a 
cuatro enfermedades de importancia económica: bacteriosis del halo (Pseudomona 
syringae pv. phaseolicola – Psp),  bacteriosis común (Xanthomonas campestris pv. 
Phaseoli – Xcp), antracnosis (Colletotrichum lindemuthianum L. – Ant) y el virus del 
mosaico común y necrótico (Bean Common Mosaic Virus/Bean Common Mosaic 
Necrotic Virus). En cada generación se hicieron inoculaciones de Psp con las razas 5 y 7 
en hojas opuestas, al ser Wilkinson-2 el único parental resistente la frecuencia de líneas 
resistentes e intermedias dentro de la descendencia F1 fue muy baja. Las líneas 
resistentes podrían llevar los genes Pse-1 y Pse-4 y las intermedias solamente el gen 
Pse-1. Se utilizó el SCAR SB10 ligado al Pse-1 para confirmar su presencia pero no fue 
positivo en el parental resistente. En los primeros trifolios se inoculó una mezcla de 
aislados de la bacteria Xcp con los aislados 241, 260, 326 y 410. La evaluación 
fenotípica reveló que solamente Wilkinson-2 fue resistente mientras que en la 
descendencia el 2% en la F1 y el 4% en la F2 de las  líneas heredaron las dosis completa 
de genes y QTLs que confieren resistencia a Xcp. Se hizo un análisis molecular con los 
SCARs BC420, BC409, SU91 y SAP6, ligados a QTLs mayores de resistencia a Xcp, y 
se concluyó que ninguno de estos QTLs está relacionado con la resistencia a Xcp en 
Wilkinson-2 ni en la descendencia. Respecto a la Ant, se hizo un análisis con 
marcadores SCARs para determinar la presencia de cinco genes de resistencia a esta 
enfermedad. Los marcadores utilizados fueron el SC08 y SY20 (ligados al gen Co-4); 
SBB14, SH18 y SAS13 (gen Co-42); SZ04 y SZ20 (gen Co-6), SB12 (gen Co-9) y el 
SF10 (gen Co-10). En base a este análisis se determinó que solamente los genes Co-6, 
Co-9 y Co-10 están presentes en la población, pero estos deberán ser confirmados con 
evaluaciones fenotípicas. En cuanto a BCMV/BCMNV se hizo un análisis molecular 
para determinar la presencia de tres genes de resistencia, y se utilizaron los SCAR: 
SW13, SBD5 y ROC11 ligados al gen I, bc-12 y bc-3 respectivamente. Se determinó 
que los genes I y el bc-12 se encuentran presentes en los parentales y su descendencia, y 
en cuanto al bc-3 tentativamente podría estar presente en la descendencia puesto que el 
ROC11 es un marcador que puede amplificar dos bandas (acoplamiento 350 
bp/repulsión 420 bp). En este estudio se observó una banda  de 350 bp. Estos resultados 
deberán ser confirmados con las  inoculaciones y evaluaciones fenotípicas de las 
siguientes generaciones.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ABSTRACT 
In the present study were advanced two generations (F1 y F2) of common bean, 
descendents of the double-crossing of Wilkinson-2/PHA 0219-06//A493/PHA0704-01 
which includes resistant material of the Mesoamerican origin and natural recombinant 
lines originating in Spain, both were selected because of their resistance to the four 
plant diseases of significant economic impact: halo-blight (Pseudomona syringae pv. 
phaseolicola – Psp), common bacterial blight (Xanthomonas campestris pv. Phaseoli – 
Xcp), anthracnose  (Colletotrichum lindemuthianum L. – Ant), and bean common 
mosaic virus and bean common mosaic necrotic virus (BCMV/BCMNV). In each 
generation were made inoculations of Psp with races 5 and 7 on the opposite leaves. 
Because of the fact that Wilkinson-2 is the only resistant parent, the quantity of the 
resistant lines and intermediate lines within F1 descendants was very low. The resistant 
lines would carry the Pse-1 and Pse-4 genes while the intermediates only the gene Pse-
1. The SCAR SB10 linked with Pse-1 was used to confirm its presence but it was not 
positive in the respective resistant parent. The first trefoils were inoculated with the mix 
of isolates of Xcp 241, 260, 326 and 410. The phenotypic evaluation revealed that only 
Wilkinson-2 was resistant while in the descendent lines 2% in the F1 and 4% in the F2 
inherited the complete dose of the genes and QTLs which confer the resistance to Xcp. 
Was made a molecular analysis with the SCARs BC420, BC409, SU91 and SAP6, 
linked with major QTLs causing the resistance to the Xcp, and was concluded that none 
of these QTLs is related to the Xcp resistance in Wilkinson-2 not even in the descendent 
lines. As for the Ant, the analysis was made with SCAR markers to determine the 
presence of the five genes resistant to this disease. The markers used were SC08 and 
SY20 (linked with the gene Co-4); SBB14, SH18 and SAS13 (gene Co-42); SZ04 and 
SZ20 (gene Co-6), SB12 (gene Co-9) and SF10 (gene Co-10). On the basis of this 
analysis was determined that only the genes Co-6, Co-9 y Co-10 were present in the 
population, but these should be verified by phenotypic evaluations. With respect to the 
BCMV/BCMNV, the molecular analysis was made to determine the presence of the 
three resistant genes and for this purpose was used SCAR: SW13, SBD5 and ROC11 
linked with the gene I, bc-12 and bc-3 respectively. It was determinated that genes I and 
bc-12 are present within the parental line as well as within the descendents, and as to the 
bc-3 it could be tentatively present in the descendants since the ROC11 is a marker that 
can amplify two bands 350 bp in cis / 420 bp in trans. In this study one band of 350 bp 
was observed. These results should be confirmed with inoculations and phenotypic 
evaluations of the next generations. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
RÉSUMÉ 
Dans la présente étude ont été avancées deux générations (F1 et F2) d’haricot commun 
ou haricot (Phaseolus vulgaris L) descendantes du double croisement Wilkinson-2/PHA 
0219-06//A493/PHA0704-01, qui inclue un matériel résistant d'origine Mésoaméricaine 
et des lignées recombinantes naturelles d'origine espagnole, sélectionné pour sa 
résistance à quatre maladies d'importance économique: la graisse bactérienne à halo 
(Pseudomona syringae pv. phaseolicola – Psp), la brûlure bactérienne (Xanthomonas 
campestris pv. Phaseoli – Xcp), l'anthracnose (Colletotrichum lindemuthianum L. – 
Ant) et le virus de la mosaïque commune et nécrotique (Bean Common Mosaic 
Virus/Bean Common Mosaic Necrotic Virus). Dans chaque génération, des inoculations 
de Psp ont été realisées avec les races 5 et 7 au niveau des feuilles opposées et étant 
Wilkinson-2 le seul parent résistant, la fréquence des lignées résistantes et 
intermédiaires dans la descendance F1 a été très faible. Les lignées résistantes 
pourraient contenir les gènes Pse-1 et Pse-4 tandis que les lignées intermédiaires 
pourraient uniquement contenir le gène Pse-1. Le SCAR SB10, lié à Pse-1, a été utilisé 
pour confirmer la présence de ce dernier ce qui n’était pas le cas du parent résistant. Un 
mélange de souches de la bactérie Xcp avec les souches 241, 260, 326 et 410 a été 
inoculé au niveau des premiers trifoliés. L'évaluation phénotypique a révélé que 
seulement Wilkinson-2 était résistant, tandis que dans la descendance, le 2 % de la F1 et 
le 4% de la F2 des lignées ont hérité la dose complète de gènes et QTL conférant la 
résistance à Xcp. Une analyse moléculaire a été réalisée avec les SCARs BC420, 
BC409, SU91 et SAP6, liés à des QTL majeurs de résistance à Xcp, et a conclu 
qu'aucun de ces QTLs est associé à la résistance à Xcp dans Wilkinson-2 ou dans la 
descendance. En ce qui concerne la Ant, une analyse a été faite à l’aide des marqueurs 
SCARs pour déterminer la présence de cinq gènes de résistance à cette maladie. Les 
marqueurs utilisés ont été les suivants: SC08 et SY20 (liés au gène Co-4); SBB14, 
SH18 et SAS13 (gène Co-42), SZ04 et SZ20 (gène Co-6), SB12 (gène Co-9) et SF10 
(gène Co-10). Sur la base de cette analyse, il s’est révélé que uniquement les gènes Co-
6, Co-9 y Co-10 sont présents dans la population, mais que leur présence doit être 
confirmée par des évaluations phénotypiques. Quant à BCMV / BCMNV, une analyse 
moléculaire a été réalisée pour déterminer la présence de trois gènes de resístanse à 
l’aide des SCARs: SW13, SBD5 et ROC11 liés respectivement aux gènes I, bc-12 y bc-
3. Il a été déterminé que les gènes I et bc-12 sont présents au niveau des parents et de 
leur descendance, tandis que le bc-3 pourrait être provisoirement présent dans la 
descendance puisque le ROC11 est un marqueur qui peut amplifier deux bandes 
(accouplement 350 pb / répulsion 420 pb). Dans cette étude, une bande de 350 pb.a été 
observée .Ces résultats doivent être confirmés avec les inoculations et les évaluations 
phénotypiques des générations futures. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
1.1 Generalidades y origen del cultivo de frijol 
 
1.1.1 Descripción botánica 
 
El frijol pertenece a la familia de las Leguminosas o Fabáceas. La planta es de tipo 
herbácea y puede llegar a medir de 50 a 200 cm de altura. En la Tabla 1.1 se presenta su 
clasificación taxonómica.  
 
Tabla 1.1 Clasificación taxonómica del frijol

 
 
 
 
 
1.1.2 Origen y domesticación del cultivo de frijol  
 
El centro de origen del frijol común es el continente Americano, basándose en 
importantes descubrimientos arqueológicos tanto en México y Centro América como en 
América del Sur (Figura 1.1), donde se tiene registros de que este cultivo ya era 
conocido aproximadamente 5000 años antes de la era cristiana (Debouck and Hidalgo, 
1984; Gepts and Debouck, 1991), Además también se ha encontrado una amplia 
diversidad entre las especies silvestres y  especies relacionadas en ese continente  
(Singh, 1989). 
 
Se cree que la distribución del frijol como alimento se extendió muy tempranamente en 
América,  
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Figura 1.1Localización de los hallazgos arqueológicos de Phaseolus vulgaris L  
Fuente: Adaptado de Debouck y Hidalgo (1984). 
 
Se cree que la distribución del frijol como alimento se extendió muy tempranamente en 
América, como lo indican los murales de los templos y pirámides del antiguo imperio 
Maya, donde se exhiben semillas de frijoles junto con las de maíz (Zea mays, L.). Estas 
plantas también se usaron como plantas medicinales, especialmente el frijol escarlata 
(Phaseolus coccineus). 
 
Reyes Rivas et al. (2008) explican que el fríjol y el maíz  se convirtieron en la fuente de 
subsistencia durante la expedición de Hernán Cortés en la conquista de la gran 
Tenochtitlán. Son dos de los alimentos básicos que los indígenas preservaban como 
parte primordial de supervivencia, incluso el imperio azteca los exigía como tributo a 
las tribus sobre las que ejercía dominio. 
 
De acuerdo con Freytag y Debouck (2002), la variabilidad es tan amplia que desde los 
años 1700s han sido descritas más de 400 especies del género Phaseolus. De estas 
especies se tiene conocimiento que, solamente, cinco de ellas han sido domesticadas en 
la época precolombina, las cuales se conocen como frijol común (P. vulgaris, L.), frijol 
piloya, potil o petaco (P. polyanthus, Greenman), frijol pinto o escarlata (P. coccineus, 
L.), frijol piñuelero o tepary (P. acutifolius, A. Gray), y frijol lima (P. lunatus, L.), 
siendo P. vulgaris la especie de mayor importancia y la que tiene una mayor extensión 
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de cultivo a nivel mundial en relación con las otras cuatro (Gepts and Debouck, 1991; 
Singh, 1992). 
 
Por otra parte hay estudios basados en izoenzimas (Singh et al., 1991c), en  proteínas de 
las semillas (Gepts and Bliss, 1986), marcadores moleculares  (Nodari et al., 1992)  y 
caracteres morfológicos (Singh et al., 1991b) que sitúan a los cultivares de frijol común 
en dos grupos de genes o acervos genéticos, uno en Centro América y el sur de México 
y el otro en la región Andina de Sur América.  
 
1.1.3 Descripción morfológica 
 
La morfología se estudia a través de  los caracteres fenotípicos, es decir, las marcas 
externas que componen cada órgano, los cuales pueden ser visibles a escalas 
macroscópica y microscópica. Los caracteres de la morfología de las especies se 
agrupan en caracteres constantes y caracteres variables. Los caracteres constantes son 
aquellos que identifican la especie o la variedad y generalmente son de alta 
heredabilidad (Figura 1.2). Los caracteres variables reciben la influencia de las 
condiciones ambientales, y podrán ser considerados como resultantes de la acción del 
medio ambiente sobre el genotipo (Debouck and Hidalgo, 1984). 
 
 
 
 
 
                                                           
Figura 1.2 Caracteres morfológicos del frijol 

1.1.3.1 Raíz  
 
Durante el desarrollo del sistema radicular se distinguen tres fases. En la primera fase se 
forma la radícula del embrión y se expande, y se convierte posteriormente en la raíz 
principal o primaria. A los pocos días de la emergencia de la radícula es posible ver las 
raíces secundarias, que se desarrollan especialmente en la parte superior o cuello de la 
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raíz principal y se orientan en dirección de los cuatro puntos cardinales, en lo que 
constituye la segunda fase (Figura 1.3). En la tercera fase, se observa que sobre las 
raíces secundarias se desarrollan las raíces terciarias y otras subdivisiones como los 
pelos absorbentes, los cuales, además, se encuentran en todos los puntos de crecimiento 
de la raíz. La raíz principal se puede distinguir entonces por su diámetro y mayor 
longitud. En general, el sistema radical es superficial, ya que el mayor volumen de 
raíces se encuentra en los primeros 20 cm de profundidad del suelo (Avilán and Louis, 
1976; Debouck and Hidalgo, 1984) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.3 Morfología inicial del sistema radicular de una planta de frijol común 
Fuente: Adaptado de Avilán y Louis (1976) 
 
Sobre las raíces terciarias también crecen pequeñas raíces o pelos cuaternarios, que no 
son visibles a simple vista pero juegan un papel importante en la absorción de agua y 
nutrientes del suelo para la planta. Aunque en la mayoría de los casos se distinguen 
claramente estos tipos de raíces, el sistema radicular del frijol tiende a ser fasciculado y 
fibroso, en algunos casos con variaciones entre variedades. 
 
Dado que P. vulgaris es miembro de la subfamilia Faboideae, presenta unos nódulos 
distribuidos en las raíces laterales de la parte superior y media de su sistema radicular 
(Figura 1.4). Estos nódulos miden entre 2 y 5 cm de diámetro y son colonizados en su 
interior por bacterias del genero Rhizobium, las cuales tienen la capacidad de fijar el 
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nitrógeno atmosférico, satisfaciendo de esta forma los requerimientos de este elemento 
en la planta (Debouck and Hidalgo, 1984). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.4 Nódulos de Rhizobium en el sistema radicular de una planta de frijol común 
 
1.1.3.2 Tallo 
 
El tallo se considera el eje central de la planta, es herbáceo y cilíndrico, y se compone 
de una sucesión de nudos y entre nudos. En el momento de la germinación, el tallo se 
origina directamente del meristemo apical del embrión de la semilla. Los nudos son los 
puntos donde van insertados los cotiledones, las hojas, ramas, las flores y las vainas,  
mientras que los entrenudos, son los espacios entre estos. El ángulo entre la hoja y el 
tallo es denominado axila, donde se desarrollan a su vez un complejo de yemas que dan 
lugar a ramas laterales e inflorescencias (Figura 1.5).  
 
La primera parte del tallo que comprende desde la inserción con las raíces y el primer 
nudo se llama hipocotilo, cuya longitud es apreciable debido a que el frijol común posee 
germinación epigea.  
 
Dependiendo del hábito de crecimiento, el tallo puede presentar dos tipos de desarrollo 
en su parte terminal. Uno de estos es que el tallo termine en inflorescencia y por lo tanto 
cesa su crecimiento longitudinal, y se dice que la planta es de crecimiento determinado. 
Por otro lado, están los tallos que en su extremo final poseen un meristemo vegetativo el 
cual les permite continuar su crecimiento y seguir formando nudos y entrenudos, y a 
estas plantas se les conoce como de crecimiento indeterminado (Debouck and Hidalgo, 
1984; Singh et al., 1991a). 
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Figura 1.5 Tallo de una planta de fríjol 
 
1.1.3.3 Hábito de crecimiento  
 
De acuerdo con Debouck e Hidalgo (1984), el hábito de crecimiento de la planta de 
frijol es el resultado de la interacción de varios caracteres morfoagronómicos que 
determinan la arquitectura de la planta y que pueden ser influenciados por el ambiente. 
Los principales caracteres que determinan el tipo de hábito de crecimiento son: 
 
• Tipo de desarrollo de la parte terminal del tallo: ápice floral o vegetativo, dicha 
característica es controlada genéticamente 
• Número de nudos 
• Longitud de entrenudos, los cuales determinan la altura de la planta 
• Aptitud para trepar, puede ser ausente, débil o fuerte  
• Grado y tipo de ramificación, si sobresalen guías del tallo o ramas por encima 
del follaje 
 
En base a estos caracteres se pueden agrupar los hábitos de crecimiento en cuatro tipos 
principales: 
 
TIPO I: Determinado arbustivo 
 
• Tallo: generalmente rígido que termina en una inflorescencia desarrollada. 
• Ramas: se producen en bajo número y al igual que el tallo terminan en una 
inflorescencia.  
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• Nudos: producen un bajo número de nudos y sus entrenudos son cortos. La 
altura de estas plantas se sitúa entre 30 y 50 cm, aunque las hay enanas. 
• Floración: es corta y la maduración de las vainas es casi al unísono. 
 
TIPO II: Indeterminado erecto 
 
• Tallo: generalmente erecto sin aptitud trepadora y terminación en una guía corta. 
Estas plantas no cesan su crecimiento ni en la etapa de floración aunque si a un 
menor ritmo. 
• Ramas: produce pocas ramas y cortas en relación al tallo, pero superior en 
número al tipo I, las cuales no producen guías. 
• Nudos: superior en número al tipo I, normalmente con más de 12. 
 
TIPO III: Indeterminado postrado  
 
• Tallo: postrado y terminado en guías. Tanto el tallo como el grado de 
ramificación pueden presentar variaciones en la arquitectura de la planta. 
Algunas plantas son postradas desde las primeras etapas de la fase vegetativa, 
mientras que otras son arbustivas hasta prefloración y luego son postradas.  
• Ramas: muy desarrolladas, y al igual que el tallo terminan en guías. La altura de 
las plantas es superior a las de tipo I. 
• Nudos: el número es superior al de los tipos I y II, así mismo la longitud de los 
entrenudos  
• Estas plantas también pueden presentar aptitud trepadora. 
 
TIPO IV: Indeterminado trepador 
 
• Tallo: a partir de la primera hoja trifoliada se desarrolla la doble capacidad de 
torsión lo que se traduce en su habilidad trepadora. Puede alcanzar hasta más de 
2 m de altura con un soporte adecuado. 
• Ramas: muy poco desarrolladas a causa de su dominancia apical. 
• Nudos: puede tener hasta 20 o 30 nudos. 
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• Floración: esta etapa es más larga en relación con los otros hábitos, de tal 
manera que en la planta se presentan a un mismo tiempo la etapa de floración, la 
formación de vainas, el llenado de vainas y la maduración. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.6 Hábitos de crecimiento de la planta de fríjol 
 
1.1.3.4 Hojas 
 
Las hojas pueden ser simples o compuestas y se desarrollan en los nudos del tallo y de 
las ramas. Las hojas simples se originan en la semilla durante la embriogénesis, se 
desarrollan en el segundo nudo del tallo, y caen antes de que la planta se desarrolle 
completamente. Las hojas compuestas o trifoliadas poseen tres foliolos, un peciolo y un 
raquis. En la inserción de estas hojas se observan a simple vista unas estipulas de forma 
triangular.  
 
1.1.3.5 Inflorescencia 
 
Botánicamente  se las conoce como racimos o pseudoracimos  compuestos, es decir que 
se trata de un racimo  principal compuesto de racimos secundarios, estos se originan de 
un complejo de tres yemas (triada floral) que a su vez pueden ser apicales o axilares. El 
pseudoracimo se compone de pedúnculo, raquis, brácteas primarias y los botones 
florales. 
 
1.1.3.6 Flor 
 
El frijol posee una flor típica papilionácea, y en su desarrollo se distinguen dos estados, 
el botón floral y la flor completamente abierta. El botón floral está envuelto por las 
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brácteas las cuales tienen forma ovalada o redonda. En el estado final del botón, la 
corola que aún está cerrada sobresale y las bractéolas cubren solo el cáliz. La flor se 
abre después de la antesis. Este mecanismo favorece la autopolinización del frijol 
(Debouck and Hidalgo, 1984).  
 
1.1.3.7 Fruto 
 
Dado que se trata de una leguminosa, su fruto es una vaina que proviene de un ovario 
comprimido. Las hay de diversos colores, uniformes o con rayas, dependiendo de la 
variedad. Se compone de dos valvas unidas por dos suturas, una  ventral y una dorsal o 
placental, que es donde alternan los óvulos que darán origen a las semillas. 
 
1.1.3.8 Semilla 
 
Puede ser de varias formas redonda, arriñonada, alargada, ovalada y cilíndrica. Se 
compone externamente por: la testa o la segunda capa del ovulo; el hilum, que conecta 
la semilla con la placenta; el micrópilo, que es la abertura a  través de la cual se realiza 
la absorción del agua. En su interior se localiza el embrión, las dos hojas primarias, el 
hipocótilo, los dos cotiledones y la radícula. También existe una gran diversidad de 
colores de semillas (negro, rojo, crema, pinto, etc.) y brillo, características que suelen 
ser usadas como marcadores para la clasificación de variedades y clases comerciales 
(Amurrio et al., 2001). 
 
1.2 Importancia económica y nutricional del frijol a nivel mundial 
 
El frijol o judía común es una de las legumbres más importantes en todo el mundo, 
especialmente en los países latinoamericanos (Singh, 1992) donde su consumo es un 
complemento indispensable en la dieta alimenticia de sus habitantes. Según la  
Organización de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentación -FAO-  
(FAO, 2009b, 2009a) nueve de los trece países que más consumen esta leguminosa en 
el mundo pertenecen a América Latina (Belice, Brasil, Costa Rica, Guatemala, 
Honduras, México, Nicaragua y Panamá). Además, en el 2008 la producción mundial 
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de frijol se concentró en 121 países distribuidos en los cinco continentes, de los cuales 
10 países suponen más del 70% de la producción mundial (Figura 1.7).  
 
 
        
 
 
 
 
el mundo Fuente: FAOSTAT (2009) 
 
El cultivo de esta leguminosa se lleva a cabo por agricultores intensivos y locales, 
formando parte de una agricultura de subsistencia, siendo de suma importancia debido a 
su alto valor nutricional, especialmente por su alto contenido de proteínas (Tabla 1.2), 
conociéndose como la carne de los pobres.                                                                                                                                       
 
                                                                                                             (valores 
determinados por 100 g de porción comestible). Fuente: FAO/LATINFOODS (2002) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
* Ácidos grasos saturados
**Ácidos grasos monoinsaturados 
***Ácidos grasos poliinasaturados 
 
El frijol encabeza actualmente la lista de alimentos que la FAO promueve para combatir 
el hambre y la desnutrición en el mundo, y se ha registrado que el consumo promedio de 
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Tabla 1.2 Valores nutricionales del frijol común comparado con el maíz 
Figura 1.7 Producción del año 2008 de los principales países productores de frijol en 
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legumbres alcanza los 10 kg por persona llegando a 25 kg en algunos países,  el 87% de 
este consumo total le corresponde al frijol común (FAO, 2009b). 
 
Además de su valor nutritivo, su bajo coste hace que sea consumido en las naciones más 
pobres y debido a que es un cultivo sumamente versátil se encuentra presente en todo 
tipo de platos desde los más tradicionales a los más innovadores. 
 
1.3 El cultivo de frijol en el mundo 
 
1.3.1 Datos de producción  
 
En España, al igual que en el resto de los países productores de legumbres, el frijol 
común  o judia es una  de las especies más importantes debido  a sus valiosas cualidades 
nutricionales y a su bajo coste.  España además posee una amplia diversidad, prueba de 
ello es que en cada región se le denomina de una manera diferente y que incluso existen 
varias Indicaciones Geográficas Protegidas (IGPs) (Tabla 1.3). 
 
Tabla 1.3  Indicaciones Geográficas Protegidas (IGPs) de España. 
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La producción en España (Figura 1.8) de frijol común de grano está liderada por tres 
comunidades: Galicia, Castilla y León y Asturias. Así, Galicia y Castilla y León 
tuvieron superficies de cultivo muy parecidas en el mismo año, pero no asi sus 
producciónes, lo que implica que los mayores rendimientos se reportaron en Castilla y 
León, que tuvo en ese año un 44,2% de la producción total seguido por Galicia y 
Asturias con un 23,9 y 7,1%, respectivamente. 
 
 
 
 
 
 
 
 
autónomas en España. Fuente: Ministerio de Medio Ambiente y Medio Rural y Marino  
MARM (2009) 
 
A partir de la década de los 90 hasta la fecha, se ha observado que  la superficie del 
cultivo de frijol en España ha venido disminuyendo, siguiendo una tendencia 
inversamente proporcional en relación a su rendimiento por hectárea (Figura 1.9).  
            
 
 
 
 
 
 
 
 en España. Fuente: MARM (2009) 
 
Se cree que la disminución de la superficie de cultivo de la judía común en España 
puede tener su origen en una serie de factores relacionados con el abandono del cultivo 
a causa de la emigración campesina, además de que este cultivo no representa una 
opción favorable para las zonas de agricultura desarrollada. A pesar de que se ha 
logrado incrementar el rendimiento gracias a la mejora genética aún queda mucho por 
Figura 1.8 Superficie cultivada de frijol de grano y  producción por comunidades 
Figura 1.9 Evolución de la superficie de cultivo y el rendimiento del frijol grano 
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hacer en cuanto a resistencia a factores bióticos y abióticos, y a los problemas de 
mecanización, que se relacionan con los hábitos de crecimiento de las variedades.   
 
En otras palabras, la investigación en mejora genética de la judía en España es 
indispensable para resolver estos problemas y hacer del cultivo de la judía una opción 
rentable para los agricultores. Como se observa en la Tabla 1.4,  gran parte del grano 
que se consume  es importado de otros países productores, lo cual evidencia que las 
necesidades de grano que tiene el mercado español no están cubiertas. 
 
                                                                                                  Fuente: MARM (2009) 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.3.2 Diversidad genetica y variedades de frijol cultivadas en España  
 
De acuerdo con estudios realizados por Sánchez (1996) y De Ron et al. (2008) se 
considera que los principales tipos de frijol cultivados en España son de origen Andino, 
por su gran tamaño, aunque también se cultiva una cantidad considerable de frijol de 
origen Mesoamericano. Además, se ha observado la existencia de variedades 
recombinantes entre los acervos Mesoamericano y Andino (Santalla et al., 2002; Rodiño 
et al., 2006c; Santalla et al., 2010). 
 
Una de las colecciones mas completas de variedades de judía común, que incluye tanto 
a los dos acervos Andino y Mesoamericano como también a sus formas o variedades 
intermedias o  recombinantes, se encuentra en la Misión Biologica de Galicia – CSIC. 
En esta colección se ha confirmado la procedencia de sus accesiones,  caracterizándolas 
mediante caracteres cuantitativos y cualitativos y teniendo en cuenta aspectos morfo-
agronómicos y bioquímicos. Los resultados han demostrado que un 75 %  y 17 % son 
Tabla 1.4 Comercio exterior de judía en España en 2007.
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de origen Andino y Mesoamericano, respectivamente, mientras que un 8 % presenta una 
mezcla de ambos tipos (De Ron et al., 2008). 
 
                                                                                             Fuente: (González, 2003; 
Asensio, 2006) 
1
 Hace referencia a la variedad local a la que se asemeja 
2Elevado (alrededor de 4000 kg/ha), medio (alrededor de 2500 kg/ha) y bajo (menos de 2000 kg/ha) 
3 TOC: Tiempo optimo de cocción: corto (40 a 50 min) medio (50 a 60 min) y largo (60  a 70 min). 
 
 
1.4 Enfermedades comunes del  frijol común en España 
 
En España existen diversas enfermedades que limitan la producción de frijol, y que se 
consideran una de las causas por las que el cultivo está infravalorado por los 
agricultores, ya que no se conocen adecuadamente los paquetes tecnológicos para su 
control. A continuación se describen únicamente las enfermedades que son el objetivo 
del presente estudio.  
  
 
 
Tabla 1.5 Variedades de frijol-grano cultivadas en España.
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1.4.1 Bacteriosis común (Xanthomonas campestris pv. phaseoli – Xcp)   
 
También conocida en España como tabaquera de la judía. Es una enfermedad del follaje 
causada por la bacteria Xanthomonas campestris pv. phaseoli [reclasificada como X. 
axonopodis pv. phaseoli por Vauterin et al., (1995)]. Esta enfermedad se encuentra 
distribuida en todo el mundo (Zaumeyer and Thomas, 1957), y en España se ha 
reportado por primera vez  en la comunidad de Castilla y León en 1940 aunque ahora es 
una de las principales limitaciones en el cultivo (López et al., 2006).  
 
En Estados Unidos y México se han reportado pérdidas en el rendimiento del 10-20% y 
del 15-30% respectivamente (Saettler, 1994; Navarrete and Acosta, 2000). Se registran 
como hospedantes para este patógeno P. vulgaris, P. coccineus, P. acutifolius, Vigna 
mungo, V. radiata, V. aconitifolia, V. angularis y Glycine max, entre otras (Zaumeyer 
and Thomas, 1957). 
 
1.4.1.1 Descripción y variabilidad del patógeno 
 
Xanthomonas es una bacteria Gram negativa, aeróbica y móvil gracias a que posee un 
flagelo polar, esta bacteria posee una variante denominada “fuscans” (X. campestris, pv. 
phaseoli var. fuscans), la cual se diferencia por la producción de un pigmento color 
pardo en medios (melanina) que contienen tirosina, como es el caso del medio extracto 
de levadura dextrosa carbonato agar (por sus siglas en ingles YDCA).  
 
Las condiciones de temperatura óptimas para crecer en condiciones artificiales (in vitro) 
son entre 28 y 32 ºC, y a medida que disminuye la temperatura también disminuye su 
crecimiento hasta inhibirse a 16 ºC. Ambas cepas (X. campestris, pv. phaseoli  y su 
variante fuscans) pueden sobrevivir por largos periodos de tiempo en condiciones de 
sequedad (Trujillo, 1981; Leben and Sleesman, 1982), Esta supervivencia se debe a que 
tienen la característica de producir un polisacárido extracelular o bien en el medio de 
cultivo artificial o en la planta hospedante (Leach et al., 1957; Wilson et al., 1965).  
 
Los aislados de África y Sudamérica son más virulentos que los procedentes de Estados 
Unidos (Valladares-Sánchez et al., 1979) . 
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1.4.1.2 Epidemiología 
 
Los síntomas de ambas cepas están determinados por las condiciones ambientales como 
la humedad y la temperatura. Generalmente, estos patógenos suelen presentar mayores 
daños en climas tropicales o donde la temperatura (superior a los 28 ºC) y la humedad 
son elevadas (Mack and Wallen, 1974). Las bacterias Xanthomonas pueden sobrevivir 
por muchos años en semillas infectadas (Saettler, 1994). También se pueden reproducir 
en plantas aparentemente sanas o sobre ellas (Thomas and Graham, 1952) y en hojas de 
cultivos no hospedantes como la soja, el maíz, remolacha, caupí y algunas malezas. Así, 
se ha concluido que la bacteria puede sobrevivir por varios meses en el suelo y en restos 
infectados de cosechas en condiciones templadas (Saettler, 1994). 
 
Una vía de dispersión secundaria de este patógeno es a través del viento y el agua de 
lluvia y de riego, y los suelos llevados por el viento (Claflin et al., 1973). Estas bacterias 
también pueden sobrevivir en algunos insectos que las transmiten a las plantas a través 
de las heridas (Kaiser and Vakili, 1978). 
 
1.4.1.3 Sintomatología 
 
Los primeros síntomas aparecen como manchas acuosas y tienen la misma apariencia en  
hojas, tallos y vainas, luego evolucionan a manchas más grandes que se unen para 
formar lesiones adyacentes. Los tejidos infectados se ven flácidos y es común encontrar 
un halo amarillo limón alrededor de las lesiones, luego se tornan las manchas a 
necróticas y pueden llevar a la defoliación de la planta (Saettler, 1994). 
 
Xanthomonas  puede infectar también el xilema de la planta y provocar la muerte por 
taponamiento de los vasos o por desintegración de las paredes celulares, pero esto no se 
observa en todos los cultivos de frijol común (Hass, 1972). 
 
Cuando la infección se presenta durante el periodo de formación de la vaina, se 
producen semillas arrugadas o, en algunos casos, podridas. Las bacterias logran infectar 
las semillas al penetrar en las suturas a través del pedicelo o del sistema vascular de las 
mismas (Cafati and Saettler, 1980; Weller, 1980). Las semillas infectadas presentan 
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manchas de color amarillo las cuales son fáciles de percibir en semillas blancas o de 
colores claros pero no así en semillas negras u oscuras.  
 
De acuerdo con Ekpo y Saettler (1976), los síntomas que se desarrollan en plantas 
inoculadas con ambas cepas de Xanthomonas suelen ser más severos que los producidos 
al inocular una sola cepa. 
 
1.4.1.4 Control cultural y químico 
 
El control cultural de la bacteriosis común consiste básicamente en la utilización de 
semilla sana, la cual debe producirse en regiones libres de la enfermedad, Además, es 
necesario hacer pruebas de germinación en las semillas para evaluar la presencia o 
ausencia del patógeno debido a que se pueden obtener semillas contaminadas de plantas 
ausentes de síntomas (Cafati and Saettler, 1980). La rotación de cultivos no hospedantes 
o no susceptibles a la enfermedad también juega un papel importante en el control 
cultural de la misma. 
 
Por otra parte, el  uso de agentes químicos puede resultar efectivo para controlar las 
infecciones de Xanthomonas pero no se registran aumentos considerables en el 
rendimiento de los cultivos. Dentro de los productos químicos efectivos, se encuentra el 
sulfato básico de cobre, el hidróxido de cobre y el N-hidroximetil-Nmetilditiocarbamato 
de potasio. No es recomendable la aplicación de antibióticos directamente al follaje 
debido a que pueden inducir al desarrollo de mutantes resistentes del patógeno. 
 
1.4.1.5 Control por resistencia genética 
 
A pesar de que la resistencia genética contra Xanthomonas es el método de control más 
eficaz de esta enfermedad, es necesario considerar algunos aspectos importantes a la 
hora de trabajar con plantas resistentes tales como la variabilidad existente entre la 
patogenicidad y virulencia de sus cepas, la etapa fenológica de las plantas y el método 
de inoculación empleado, los cuales pueden alterar significativamente la reacción de la 
planta hacia el patógeno. Debido a esto, los materiales mejorados de frijol con los que se 
cuenta actualmente varían en su reacción a la infección por esta bacteria. Hasta el 
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momento no se cuenta con genotipos completamente inmunes a la infección aunque los 
genotipos resistentes presentarían poca, o ninguna pérdida en el rendimiento (Allen, 
1983). 
 
La primera especie reportada como resistente a este patógeno fue P. acutifolius A. Gray 
y posteriormente se transfirieron genes de esta fuente a P. vulgaris generando híbridos 
interespecíficos F1 por medio de rescate de embriones (Honma, 1956). En la actualidad 
se dispone de genotipos con diversos grados de resistencia a Xanthomonas los cuales se 
han usado como progenitores en diversos programas de mejoramiento. Dentro de estos 
materiales se mencionan las variedades PI 167399, PI 169727, PI 197687, PI 207262, 
Ica Gualí, Nebraska No.1 selección 27, Wilkinson-2, Vax 1, Vax1 y Vax 3 entre otras; 
siendo algunas de ellas seleccionadas por Coyne y Schuster (1973) al evaluar en el 
campo más de 1000 líneas introducidas como resistentes.  
 
La resistencia a esta enfermedad se ha encontrado que presenta una herencia 
cuantitativa con una acción génica principalmente aditiva (Coyne and Schuster, 1983; 
Silva et al., 1989; Arnaud-Santana et al., 1992), y con genes de resistencia en hojas y en 
vainas, y heredabilidades moderadas a altas. Niveles intermedios de resistencia en P. 
vulgaris y P. coccineus, y niveles altos de resistencia en P. acutifolius (Singh and 
Muñoz, 1999). La combinación de diferentes fuentes de resistencia ha sido la estrategia 
de mejora más eficiente para desarrollar variedades tolerantes. 
 
1.4.2 Bacteriosis de halo (Pseudomona syringae pv. phaseolicola – Psp)  
 
Esta enfermedad es causada por la bacteria Pseudomonas syringae pv. phaseolicola la 
cual se encuentra distribuida en todo el mundo, y en España fue reportada por primera 
vez en 1939 (Díaz et al., 2003). Esta bacteria puede ocasionar pérdidas considerables en 
el rendimiento del cultivo y puede infectar a diversas especies del género Phaseolus 
como también a otras especies de leguminosas como Glycine max, Vigna angularis y V. 
radiata entre otras. Esta enfermedad también se conoce con los nombres de añublo del 
halo, tizón del halo, hielo amarillo, encrespamiento bacteriano aureolado, grasa y 
mancha aureolada (Schwartz, 1994).  
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1.4.2.1 Descripción y variabilidad del patógeno 
 
Esta bacteria es de tipo Gram negativa y aeróbica, posee flagelos polares que le 
confieren la capacidad de desplazamiento, y produce una toxina vegetal llamada 
lipodepsinonapéptido siringomicina (Scholz-Schroeder et al., 2003). Generalmente se 
caracteriza por producir una coloración amarilla fluorescente en los medios deficientes 
de hierro como el medio King B. 
 
Se desarrolla muy bien en rangos de temperatura entre 20 y 23 ºC. Los aislados de este 
patógeno se pueden conservar en nitrógeno liquido a -172 ºC o bien en gel de silice a -
20 ºC por un periodo de hasta 60 meses sin alterar su patogenicidad (Leben and 
Sleesman, 1982). 
 
En cuanto a la variación patogénica, inicialmente se conocían dos grupos principales de 
razas conocidas como 1 y 2 y localizadas en América y Europa, pero en 1986, el CIAT 
reporto una tercera raza (3) localizada en el continente Africano (Schwartz, 1994). La 
variación en la virulencia de los aislados de cada una de las razas mencionadas se debe a 
la tasa de producción de toxinas (Russell, 1975). En la actualidad se reportan 9 razas 
distintas de esta bacteria de acuerdo con la reacción de ocho variedades diferenciales de 
frijol común  (Taylor et al., 1996a) (Tabla 6). 
 
1.4.2.2 Epidemiología 
 
Este patógeno puede sobrevivir en restos de cosechas o en plantas espontáneas de fríjol, 
e infectar nuevamente al cultivo cuando las condiciones para su desarrollo se tornan 
favorables. Se puede dispersar a través de las plantas  por medio de salpicaduras de agua 
de lluvia o riego y por el viento. Cuando las infecciones ocurren en las etapas tempranas 
del desarrollo de la planta, la contaminación de las semillas es mayor. Dado  su elevado 
potencial para producir la enfermedad, bastará con unas pocas semillas infectadas por 
hectárea  para desatar una epidemia. En cultivos en asociación con maíz las pérdidas 
serán menores que en monocultivo, debido a que las plantas de maíz funcionan como 
barrera física contra la bacteria. Esta enfermedad suele ser más común en zonas de 
clima templado (16-20 ºC) que en zonas con clima caliente (Schwartz, 1994) 
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1.4.2.3 Sintomatología 
 
Normalmente la expresión de los síntomas ocurre a los tres o cinco días después de la 
infección dependiendo de las condiciones de temperatura y humedad del ambiente. Los 
primeros síntomas se manifiestan como manchas acuosas en el envés de las hojas, 
aunque, enseguida se presenta un halo de color amarillo verdoso alrededor de las 
manchas acuosas. En infecciones severas, el patógeno puede infectar los tallos 
produciendo las típicas manchas grasosas y si éste llega a invadir los haces vasculares se 
produce una descoloración rojiza y una apariencia acuosa en el tejido adyacente a las 
nervaduras de las hojas. En vainas también se presentan las manchas acuosas de 
apariencia grasosa de color café o rojo. En todas las lesiones, sin importar el órgano 
infectado, se puede observar un exudado bacteriano de color crema claro o plateado 
(Schwartz, 1994; Cardona et al., 1995). 
 
1.4.2.4 Control cultural y químico 
 
Debido a que este patógeno tiene la capacidad de sobrevivir por largos periodos de 
tiempo en restos de cosecha, se aconseja hacer pases de arado profundo y  rotación de 
cultivos,  y retirar del campo todo tipo de tejido vegetal infectado. Para disminuir la 
cantidad de patógeno inicial dentro de una plantación es necesario el uso de semilla sana 
producida en zonas donde las condiciones son desfavorables para el desarrollo de la 
enfermedad. 
 
En cuanto al uso de productos químicos, es aconsejable tratar las semillas con 
antibióticos antes de la siembra, aunque esta medida solo será efectiva para destruir las 
bacterias que se encuentran en la superficie de las semillas, pero no así las que se 
encuentran en el interior de la misma. El inconveniente que hay en remojar las semillas 
en soluciones de antibióticos es que disminuye la emergencia de las plántulas. Hasta el 
momento no se cuenta con la tecnología para eliminar las bacterias que se transmiten en 
el interior de las semillas, pero sí se pueden usar métodos de fluorescencia para detectar 
lotes de semilla infectada y evitar que sea sembrada por los agricultores. El uso de 
antibióticos en la superficie del follaje no es aconsejable debido a que contribuye a 
desarrollar mutantes resistentes del patógeno.  
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genes de
resistencia 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Canian Wonder - + + + + + + + + +
ZAA54 (A52) Pse-4 + + + +  + + + +
Tendergreen Pse-3 + +     + + + + +
Red Mexican U13 Pse-1, Pse-4  + + +  +  +  
1072 Pse-2 +  +   +  + +
ZAA55 (A53) Pse-3, Pse-4 + +      + + + +
ZAA12 (A43) Pse-2, Pse-3, Pse-4, Pse-5 +       +    
Guatemala 196 -B Pse-1?, Pse-3, Pse-4  +      +  +  
+,  Compatible (grados de infección de 3-5)
 

 , Resistente (grados de infección de 1-2)
,   Reacción severa de hipersensibilidad (grado de infección 1)
1072, Phaseolus acutifolius
R A Z A CULTIVAR
1.4.2.5 Control por resistencia genética 
 
Para evaluar los materiales de fríjol se han usado diferentes métodos para su inoculación 
artificial dentro de los cuales se mencionan la infiltración parcial por semillas al vacío, 
la aspersión de suspensiones bacterianas sobre las hojas y la saturación en agua a 16 psi 
en el invernadero (Zaiter and Coyne, 1984), las punciones múltiples con agujas y el 
frotamiento de las hojas con suspensiones de inóculo con carborundo. 
 
La resistencia a esta enfermedad puede ser específica a determinada raza o general 
contra diferentes razas y aislados (Schwartz, 1994). Generalmente las plantas más viejas 
suelen ser más resistentes que las plantas jóvenes (Omer and Wood, 1969). En las 
plantas huésped puede existir una respuesta de defensa de hipersensibilidad produciendo 
una reacción necrótica a la toxina de la bacteria, y en consecuencia la muerte celular, y 
en el tejido vascular se presenta una baja multiplicación de la bacteria. En plantas 
susceptibles las lesiones son grandes y acuosas con clorosis total mientras que en las 
plantas resistentes se puede observar inmunidad o bien una respuesta de 
hipersensibilidad, manifestando manchas necróticas y clorosis parcial. Estudios 
realizados por Russell (1977) confirman que la resistencia a Pseudomonas se manifiesta 
mediante dos mecanismos: resistencia al crecimiento de células bacterianas in vivo y 
supresión de la producción de toxinas. 
 
                                                                                                                             Fuente: 
(Taylor et al., 1996a; Taylor et al., 1996b; Miklas et al., 2009) 
 
 
 
 
 Tabla 1.6 Genotipos diferenciales de las razas de P. syringae pv. phaseolicola
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La resistencia a Pseudomonas parece estar controlada por genes dominantes e 
independientes en hojas y vainas, aunque existen muy pocos estudios genéticos sobre 
esta enfermedad (Coyne and Schuster, 1983; Silva et al., 1989). 
 
1.4.3 Antracnosis (Colletotrichum lindemuthianum L. – Ant) 
 
Esta enfermedad es causada por el hongo Colletotrichum lindemuthianum L. En su 
estado perfecto este hongo se conoce como Glomerella cingulata (Stonem) pero rara 
vez se encuentra en la naturaleza o en medio artificial, por lo tanto el nombre más usado 
es el de su estado imperfecto. 
 
La antracnosis es considerada como la enfermedad más importante del fríjol a nivel 
mundial debido a que bajo condiciones adecuadas para el desarrollo de la enfermedad 
puede causar pérdidas del 100 % en el rendimiento. Su distribución es a nivel mundial 
pero ocasiona mayores pérdidas en zonas subtropicales y templadas. El hongo C. 
lindemutianum además de afectar a P. vulgaris L. también puede ocasionar daños a 
especies relacionadas como P. acutifolius var. acutifolius, P. coccineus L., P. lunatus, 
Vigna mungo, V. radiata, y otras más .  
 
1.4.3.1 Descripción y variabilidad del patógeno 
 
En su estado imperfecto, el hongo produce esporas (conidias) en acérvulos largos o 
redondos y se pueden presentar en las hojas, tallos, vainas y ramas. Los acérvulos se 
pueden localizar intra o subepidérmicamente, a su vez estos presentan setas que miden 
entre 4-9 µm de ancho y normalmente menos de 100 µm de longitud. Las conidias 
pueden germinar entre  6 y 9 horas y producen entre uno y cuatro tubos germinativos. 
 
Las condiciones de temperaturas favorables para el desarrollo del hongo son 13-26 ºC y 
la óptima es 17 ºC. A temperaturas mayores el crecimiento se vuelve más lento, al 
principio las colonias tienen una coloración grisácea pero se oscurecen a medida que 
van madurando hasta volverse casi negras, en esta etapa disponen de un micelio aéreo 
compacto.  
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En el estado perfecto (G. cingulata) del hongo, que se ha observado a partir de cultivos 
obtenidos de frijol con síntomas de antracnosis, se constituye de peritecios y ascos. 
 
La variabilidad de este patógeno se describe como muy amplia en todos los continentes 
y se han aislado diversas razas del patógeno en muchos países.  
 
1.4.3.2 Epidemiología 
 
Este hongo puede sobrevivir por largos periodos de tiempo, tanto en residuos de 
cosecha como en las semillas, siendo en este último caso su supervivencia muy variable,  
ya que depende de las condiciones ambientales, especialmente de la humedad. Puede 
sobrevivir en forma de micelio latente dentro de la testa o como esporas entre los 
cotiledones. 
 
La germinación de las conidias ocurre a humedades superiores al 92 % y su 
diseminación se ve favorecida por las salpicaduras del agua de lluvia ó de riego  y por el 
viento. Al germinar, las conidias penetran en la epidermis y la cutícula mecánicamente a 
través del apresorio, y cuando las condiciones ambientales lo permiten. Posteriormente 
las hifas infecciosas se alargan entre las paredes celulares, lo que ocurre 
aproximadamente a los dos y cuatro días, sin presentarse daños evidentes, transcurrido 
este tiempo se degradan las paredes celulares y los protoplastos, debido a las enzimas 
degradantes del hongo (English and Albersheim, 1968). Posteriormente, aparecen los 
síntomas de la enfermedad. 
 
1.4.3.3 Sintomatología 
 
Los síntomas se manifiestan inicialmente en el envés de las hojas, a lo largo de las 
nervaduras y también se pueden presentar en los pecíolos como lesiones deprimidas o 
pequeñas manchas de color rojo ladrillo a púrpura que posteriormente se tornan color 
negro. Estas también se presentan en vainas, tallos y cotiledones. En vainas suelen 
presentarse lesiones en forma de chancros cóncavos de 1-10 mm de diámetro y 
delimitadas por una anillo negro ligeramente protuberante y rodeado por un borde 
rojizo. Cuando las temperaturas son bajas y la humedad alta puede aparecer una masa 
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gelatinosa de conidias que al secarse se tornan de color gris o negra. Cuando la 
infección es severa el hongo invade las vainas y tanto la superficie como el interior de 
las semillas (Pastor-Corrales and Tu, 1994; Cardona et al., 1995). 
 
1.4.3.4 Control cultural y químico 
 
Una forma efectiva en el control de esta enfermedad es el uso de semilla de fríjol libre 
del patógeno o produciendo semilla de variedades susceptibles en zonas donde las 
condiciones ambientales son desfavorables para el desarrollo de la enfermedad como las 
regiones áridas, con altas temperaturas y humedad relativa baja. La rotación de cultivos 
también es otra medida que contribuye a evitar la enfermedad y, asimismo, retirar del 
campo las plantas infectadas poco tiempo después de la cosecha. 
 
En cuanto al control químico de la enfermedad se han usado algunas formulaciones de 
benomil o tiofanato de metilo para el tratamiento de las semillas, y en las aplicaciones al 
follaje se han usado fungicidas protectores para la prevención de la enfermedad, y 
sistémicos para tratar los campos infectados. La combinación de la rotación del cultivo 
y el uso de productos químicos han dado mejores resultados, aunque la aplicación de 
productos químicos no es un opción rentable para la mayoría de los agricultores. 
 
1.4.3.5 Control por resistencia genética 
 
Existen diferentes razas de C. lindemuthianum en todo el mundo y por lo tanto se han 
aunado los esfuerzos en la búsqueda de materiales resistentes a muchos  aislados. Es 
uno de los patógenos que muestra coevolución con la planta huésped, identificándose 
así razas andinas y mesoamericanas. Dentro de los materiales que se han reportado 
como resistentes para diversas razas de diferente origen se mencionan: Cornell 49-242, 
Kaboon, México 222 y México 227, TO, TU, TV, TX, TY, TW, P.I. 165426, 
P.I.150414, P.I. 207262, A153, BAT 93, BAT 841, G 2641, G 3367 y G5653. Estos 
genotipos se han usado en diversos programas de mejoramiento de resistencia así como 
en estudios de identificación de nuevas razas del patógeno (Pastor-Corrales and Tu, 
1994). 
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La resistencia está condicionada por 11 genes independientes, Co-1  a Co-13 (Kelly and 
Vallejo, 2004a; Gonçalves-Vidigal et al., 2007; Gonçalves-Vidigal et al., 2008; 
Gonçalves-Vidigal et al., 2009) todos ellos dominantes a excepción del gen recesivo co-
8 (Alzate-Marin et al., 1997), y estudios recientes han reportado que Co-9/Co-33 y Co-
7/Co-3 son alélicos (Méndez-Vigo et al., 2005; Sousa et al., 2009). Existen múltiples 
alelos en los loci Co-1, Co-3, Co-4 y Co-5 y dentro de los alelos del locus Co-1 existe 
un orden de dominancia (Kelly and Vallejo, 2004a). Además el Co-7 parece ser un alelo 
del locus Co-3 (Sousa et al., 2009). El Co-42 es el alelo de más amplia resistencia del 
locus Co-4 (Young et al., 1998). El Co-52 es un segundo alelo del locus Co-5 con 
resistencia más restrictiva que el locus original (Vallejo and Kelly, 2009). De los once 
genes que confieren resistencia a esta enfermedad nueve son de origen Mesoamericano 
(Co-2 al Co-11) y tres de origen Andino (Co-1, Co-12 y Co-13).  
 
Ocho loci de resistencia han sido mapeados: Co-1 en B1; Co-2 en B11, Co-3, Co-9/Co-
33 y Co-10 en B4; Co-4 en B8; Co-6 en B7; Co-13 en B3 (Kelly and Vallejo, 2004b; 
Gonçalves-Vidigal et al., 2009). La combinación de genes de resistencia de origen 
Andino y Mesoamericano ofrece una resistencia más duradera (Balardin and Kelly, 
1998). 
 
1.4.4 Virus del mosaico común y  necrótico del frijol común (BCMV/BCMNV) 
 
Esta enfermedad se reportó por primera vez a finales del siglo XIX por Iwanoski en la 
antigua Unión Soviética, y actualmente se encuentra distribuida en todos los países 
productores de frijol. Las pérdidas ocasionadas por esta enfermedad vírica varían entre 
6% y 98% dependiendo del cultivar y el momento de la infección (Gálvez and Morales, 
1994). 
 
El rango de hospedantes de este virus es bastante amplio, dentro de los cuales se puede 
mencionar P. lunatus L. P. acutiolius, P. coccineus L., P. polyanthus,  Vigna angularis, 
V. aconitifolia, V. ambellata, V. mungo, V. radiata, V. anguiculata, Vicia faba, 
Crotalaria spectabilis y  Canavalia ensiformis, entre otras. Antiguamente este virus se 
conocía como “virus 1 del frijol” pero ahora se conoce en todo el mundo como virus del 
mosaico común del frijol y virus del mosaico necrótico del frijol.  
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1.4.4.1 Descripción del virus 
 
Este virus pertenece a la familia Potyviridae, y las partículas virales se pueden observar 
al microscopio electrónico en savia cruda o en preparaciones parcialmente purificadas. 
Además este virus induce inclusiones citoplasmáticas en forma de molinetes cilíndricos 
que se observan fácilmente al microscopio de luz o electrónico.  
 
Las partículas virales se trasportan por el floema y son detectables en la parte superior 
de la planta 24-48 h después de la inoculación, o a las 60 h en el sistema radicular. 
 
1.4.4.2 Epidemiología 
 
Este virus se puede trasmitir a través del polen infectado o por semilla infectada, y por 
medio de insectos vectores como los áfidos (Aphis sp). En inoculaciones artificiales se 
usan las hojas infectadas homogenizadas en agua o en soluciones reguladoras como 
fuente de inoculo, La eficiencia de la transmisión dependerá de la fuente de inóculo 
presente. Generalmente, las poblaciones de áfidos en el campo son relativamente bajas, 
pero estos insectos se consideran los principales responsables de la trasmisión del 
BCMV. De acuerdo a estudios del CIAT, los áfidos pueden ocasionar hasta el 100% de 
infección en plantas provenientes de semillas con 2-6% de infección (Gálvez and 
Morales, 1994). 
 
1.4.4.3 Sintomatología 
 
Generalmente, se pueden observar tres diferentes tipos de síntomas: 
 
• Mosaico: Estos síntomas aparecen en cultivares infectados sistemáticamente y 
suelen estar acompañados de raquitismo, ampollamiento y deformación. Es común 
que las hojas primarias  presenten este tipo de síntoma especialmente si la infección 
primaria fue a través de la semilla, y en las hojas trifoliadas pueden presentar 
deformación y mosaico (Figura 1.10). 
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Figura 1.10 A.Trifolio con síntomas de mosaico  B. planta con trifolios deformes por 
BCMV 
 
• Necrosis sistémica: Estos síntomas aparecen inicialmente como necrosis progresiva 
en las nervaduras de las hojas trifoliadas jóvenes las cuales mueren posteriormente, 
las hojas viejas se marchitan y mueren, y en los tallos, raíces y vainas se observan 
rayas pardo rojizas a negras (Figura 1.11). 
 
 
 
 
 
Figura 1.11 Planta de frijol con síntomas de necrosis sistémica ocasionada por BCMV 
 
• Lesiones locales: Generalmente estos síntomas se producen cuando la inoculación 
se efectúa mecánicamente o por áfidos. Se observan manchas en forma de anillos, 
necróticos rojizas o pardas oscuras, estos síntomas varían dependiendo del cultivar, 
la cepa, y las condiciones ambientales (Figura 1.12). 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.12 Planta con lesiones locales ocasionadas por BCMV 

1.4.4.4 Control cultural  
 
Una de la medidas culturales para el control de esta enfermedad es manejar 
adecuadamente las fechas de siembra, es decir, que las fechas de siembras del frijol se 
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deben programar de tal forma que se reduzca al mínimo el periodo en el que los cultivos 
susceptibles permanezcan expuestos a la infección por áfidos. Otra práctica eficaz, es el 
uso de semilla libre del virus, y a su vez controlar por medio de insecticidas la 
incidencia de los áfidos en el cultivo. 
 
1.4.4.5 Control por resistencia genética 
 
Muchos de los cultivares resistentes a las cepas de BCMV han sido desarrollados de los 
cultivares Rubust y Cobett Refugee, en el cual se observó por primera vez hace 
cincuenta años la resistencia a esta enfermedad. En el  cultivar Cobett la resistencia es 
conferida por un gen dominante (gen I) que condiciona la reacción de hipersensibilidad 
a las plantas, que presentan síntomas de necrosis en presencia de cepas de BCMNV  
(Gálvez and Morales, 1994). Existen, además, genes recesivos que confieren resistencia 
a la enfermedad. 
 
Genes de resistencia (herencia simple e independiente): 
 
El gen dominante I es resistente a las cepas de BCMV y susceptible a BCMNV, 
mientras que los genes recesivos bc-1, (bc-12), bc-2, (bc-22), bc-3 y bc-u confieren 
resistencia a diferentes cepas de BCMV y BCMNV. El gen bc-3 enmascara el efecto del 
gen I (epistasia) (Haley et al., 1994). El gen I se encuentra ligado al gen B, responsable 
del color oscuro de la cubierta de la semilla (Kyle and Dickson, 1988). La combinación 
del gen bc-3 y el gen I han sido la opción más eficiente para introducir resistencia y se 
ha llevado a cabo por medio de programas de retrocruzamiento combinados con 
evaluación de la progenie (Mukeshimana et al., 2005). 
 
Drijfhout et al., (1978) clasificó 20 cultivares en 11 grupos de resistencia , y 10 cepas de 
virus conocidas en siete grupos de patogenicidad (Tabla 1.7). 
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Tabla 1.7 Clasificación de las cepas del virus BCMV 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
a  Reacción al BCMV: + = mosaico en cultivares I+ I+ o necrosis sistémica en cultivares  
II; +v = síntomas variables y poco evidentes con infección sistémica; +t = necrosis 
sistémica a temperaturas altas; espacio en blanco = no hay infección sistémica. 
 
La cepa NL3 de BCMNV puede utilizarse para evaluar resistencia a ambas cepas de 
BCMN y B 
 
 
 
 
 
                                                                                                              A. Fenotipos con el  
locus I (Vallejos et al., 2006). B. Fenotipos con el gen I (izquierda) y el gen I protegido 
con el gen bc-12 (derecha) con síntomas de moderada necrosis venal en hojas (foto 
hecha por P. Miklas). C. Fenotipo con el gen I protegido con el gen bc-22, mostrando 
moderadas lesiones punteadas necróticas (foto hecha por M. Silbernagel). 
 
1.5 Marcadores moleculares en la mejora genética vegetal 
 
Desde la agricultura primitiva hasta nuestros tiempos el hombre ha seleccionado las 
plantas de acuerdo a sus intereses alimenticios y económicos basándose en un principio 
 
Figura 1.13 Síntomas en la inoculación con la cepa NL3 (BCMNV).
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en el fenotipo de las mismas. De estas observaciones surgieron los llamados marcadores 
morfológicos. Mas tarde, debido a los inconvenientes que implicaba únicamente la 
selección fenotípica surgieron los marcadores moleculares los cuales son moléculas 
bioquímicas que se relacionan con rasgos genéticos y que permiten unos análisis más 
certeros. Los primeros marcadores moleculares fueron los de tipo bioquímico que se 
basan en el análisis de proteínas (isoenzimas y  proteínas de la semilla), y los de reciente 
aparición, que se basan en ADN.  
 
1.5.1 Marcadores bioquímicos 
 
1.5.1.1 Isoenzimas 
 
Las isoenzimas son enzimas que catalizan una reacción bioquímica específica, y  
diferentes formas moleculares de esta misma enzima, mediante procedimientos 
electroforéticos migran de forma distinta de acuerdo a su carga y peso molecular 
(Vázquez et al., 2003). Las isoenzimas han sido usadas principalmente en estudios de 
diversidad genética entre y dentro de los dos acervos genéticos del frijol común (Andino 
y Mesoamericano) (Singh et al., 1991b; Singh et al., 1991c). 
 
1.5.1.2 Proteínas de la semilla 
 
El análisis de las  proteínas de reserva de las semillas ha tenido mucha aplicación en 
especies cuyas semillas son la parte comestible como el caso de las legumbres. Las 
proteínas de reserva de las leguminosas son globulinas y contienen bajos niveles de los 
aminoácidos azufrados metionina y cisteína (Vázquez et al., 2003).  
 
Las proteínas de reserva como marcadores tienen la ventaja de tener un alto nivel de 
polimorfismo y se pueden analizar fácilmente por electroforesis, además son altamente 
estables frente a los factores ambientales (Vázquez et al., 2003). En frijol estas proteínas 
se han usado para seleccionar indirectamente para resistencia a insectos, que se 
alimentan de la semilla, y para aumentar el contenido de proteína (Kelly and Miklas, 
1999). Es el caso de la proteína arcelina como marcador de resistencia a la plaga del 
gorgojo. 
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1.5.2 Marcadores de ADN 
 
Los marcadores basados en ADN, se definen básicamente como cualquier diferencia 
fenotípica controlada por genes y utilizada en el análisis genético de cualquier 
individuo, es decir que se usan para marcar el locus que controla cierta diferencia 
fenotípica o caracteres de interés en una planta. En la mejora del frijol común se han 
convertido en una herramienta de selección indispensable para los mejoradores. Desde 
su desarrollo hasta el momento han surgido diferentes  marcadores de ADN. 
 
1.5.2.1 RFLP (Restriction fragment length polymorphisms) 
 
Estos marcadores detectan polimorfismo al digerir el ADN con enzimas de restricción.  
La ventaja sobre los morfológicos y bioquímicos es que existe un alto en un número 
relativamente alto, carecen de efectos pleiotrópicos y epistaticos y son muy 
polimórficos (Nodari et al., 1993a). En frijol común han tenido mucha utilidad en la 
construcción de mapas de ligamiento para estudios de genética evolutiva y en 
programas de mejoramiento (Nodari et al., 1992) 
 
1.5.2.2 RAPD (Random amplified polymorphic DNA) 
 
Se obtienen mediante amplificación por PCR (Polymerase Change Reaction) del ADN 
genómico usando únicamente un cebador o primer. Generalmente, son marcadores de 
tipo dominante. En frijol común han sido utilizados para etiquetar genes de resistencia a 
enfermedades, en la pirimidación de genes de resistencia en variedades 
comerciales(Miklas et al., 1993; Kelly and MIklas, 1998)  y en la  construcción de 
mapas genéticos (Nodari et al., 1993b; Beebe et al., 1998).  
 
1.5.2.2 AFLP (Amplified fragment length polymorphisms) 
 
Estos marcadores combinan la digestión con enzimas de restricción, propia de los 
RFLPs, y la amplificación por PCR. En la PCR se  amplifica un fragmento de ADN, 
previamente digerido por enzimas de restricción y ligado a dos adaptadores específicos  
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a las enzimas utilizadas, con dos cebadores complementarios a los adaptadores (García-
Mas et al., 2003). Son marcadores dominantes y han tenido aplicación en la 
construcción de mapas genéticos del frijol común (Beebe et al., 1998). 
  
1.5.2.3 Microsatelites o SSRs (Simple sequence repeats) 
 
Estos marcadores son secuencias cortas de ADN constituidas generalmente por 1-5 
nucleótidos repetidos en tándem, y su grado de polimorfismo aumenta con la longitud 
total del microsatélite. Son marcadores codominantes y ampliamente reproducibles. En 
frijol se han usado para la caracterización genética entre especies (Gaitán-Solís et al., 
2002) y para construir mapas de ligamiento genético (Yu et al., 2000b; Blair et al., 
2003)  
 
1.5.2.4 STS (Sequence-tagged sites) 
 
Son marcadores amplificados por PCR que se obtienen a partir de fragmentos cortos de 
ADN provenientes de clones genómicos o cADN parcial o completamente secuenciado. 
En frijol han sido usados para la construcción de mapas genéticos debido a que 
amplifican habitualmente fragmentos de copia única (McClean et al., 2002).  
 
1.5.2.5 SCAR (Sequence characterised amplified region) 
 
Este tipo de marcadores son una modificación de los marcadores RAPD, para 
convertirse en marcadores de PCR de más fácil utilización. Además, también se pueden 
desarrollar a partir de RFLPs y AFLPs. Consiste en clonar y secuenciar los fragmentos 
de ADN procedentes de un marcador RAPD, y que permita la amplificación por PCR de 
la banda de interés. Las ventajas de un marcador SCAR en comparación con un 
marcador RAPD son las siguientes: detección de un único locus, su amplificación es 
menos sensible a las condiciones de reacción de la PCR y posible conversión en 
marcadores codominantes (García-Mas et al., 2003). Estos marcadores se han 
convertido en la base de la selección indirecta de diversos caracteres de valor 
económico en frijol común principalmente en la resistencia a enfermedades como 
Ant.en la que se mensionan el SCAReoli, SY20, SC08, SAS13, SH18, SBB14, SZ04, 
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SB12, SF10 y otros (Alzate-Marin et al., 2000; Méndez de Vigo et al., 2002; Kelly et 
al., 2003; Miklas and Singh, 2007), para Xcp existen algunos SCAR asociados a QTLs 
de resistencia como SAB6, SU91, BC420, BAC6, entre otros (Jung et al., 1999; Yu et 
al., 2000a; Miklas and Singh, 2007), para Psp se mencionan los SCAR SR13, ST8, 
SH11 y SB10 (Fourie et al., 2004; Miklas et al., 2009); dentro de los SCAR reportados 
para BCMN/BCMNV se mencionan el SW13, SBD5 y ROC11. (Melotto et al., 1996; 
Johnson et al., 1997; Miklas et al., 2000b).  
 
1.5.2.6  CAPS (Cleaved amplified polimorphic sequence) 
 
Estos marcadores se desarrollan cuando el resultado de la amplificación específica de 
los marcadores SCAR no produce polimorfismo. Consiste en digerir los fragmentos 
amplificados con diversas enzimas de restricción hasta encontrar una enzima que 
produzca un polimorfismo de digestión. Este tipo de marcador se puede desarrollar a 
partir de diversos tipos de marcadores como RFLP, RAPDs, AFLPs y SCARs como es 
el caso del marcador RAPD OR2 y los SCAR SR2 y SR21 ligados al gen bgm-1 de 
resistencia al virus del mosaico darado amarillo del frijol los cuales se han convertido en 
marcadores CAPS para hacer más eficiente el análisis de ligamiento en determinadas 
poblaciones (Blair et al., 2007b).  
 
1.5.2.7  SNPs (Single-Nucleotide Polymorphisms) 
 
Se consideran el tipo de variación de ADN más frecuente en el genoma de plantas 
(Galeano et al., 2009), Consisten en sustituciones nucleotídicas que ocurren con una 
frecuencia relativamente alta a lo largo del genoma. Estos marcadores han sido 
desarrollados ampliamente en proyectos como los de secuenciación del genoma humano 
y para cultivos de importancia industrial como soya (Glicine max L.) y maíz. 
Recientemente se han empezado a utilizar estas variaciones genéticas como marcadores 
en la mejora del frijol común (Galeano et al., 2009).  
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1.6 Antecedentes del trabajo en la Misión Biológica de Galicia-CSIC 
 
En España los grupos que se dedican a realizar investigación sobre la mejora genética 
de leguminosas son relativamente pocos, dentro de estos destaca el Grupo de 
Leguminosas de la MBG-CSIC, que desde 1987 realiza trabajos de investigación en 
recursos fitogenéticos de frijol (Phaseolus spp.), guisante (Pisum sativum), altramuz 
(Lupinus spp.) y caupí (Vigna unguiculata), habiendo participado, además, en 
expediciones de recolección nacionales e internacionales, especialmente en la zona 
Andina de Argentina y Bolivia (Menéndez-Sevillano et al., 1997; De Ron et al., 2004b; 
Santalla et al., 2004a; Galván et al., 2006a)  (Menéndez-Sevillano et al., 1997; De Ron 
et al., 2004c; Santalla et al., 2004a; Galván et al., 2006b) 
 
A partir del germoplasma local, se han obtenido nuevos materiales mejorados (líneas 
puras) con calidad comercial tanto de judía grano como vaina (Santalla et al., 2000; 
González et al., 2002), y de guisante vaina y proteaginoso para alimentación animal (De 
Ron et al., 2000; De Ron et al., 2003; De Ron et al., 2004d; Rodiño et al., 2004b). 
Además se han llevado a cabo estudios sobre la calidad del frijol común y su interacción 
con agentes abióticos y bióticos  (De Ron et al., 2004a; Rodiño et al., 2006b; Rodiño et 
al., 2007b). Respecto a los estudios genéticos, el Grupo ha desarrollado  el análisis de 
poblaciones locales españolas de judía (Santalla et al., 2005), y guisante (Amurrio et al., 
1995; De Ron et al., 2005), mediante evaluaciones morfoagronómicas, bioquímicas y 
moleculares (González et al., 2006).  
 
Asimismo, el Grupo ha llevado a cabo la caracterización y multiplicación de 
poblaciones de judía escarlata (Phaseolus coccineus), como base para su utilización en 
un programa de mejora y diversificación  (Santalla et al., 2004b; Rodiño et al., 2006a; 
Rodiño et al., 2007a). Los aspectos medioambientales de la agricultura se enfocan 
también a través del estudio del sistema simbiótico Phaseolus-Rhizobium (Santalla et 
al., 2001; Rodiño et al., 2004a; Rodiño et al., 2005; Rodiño et al., 2008) y del uso de 
Lupinus (Lema et al., 2005) en la recuperación de suelos degradados. Recientemente se 
desarrollaron materiales para estudio genético, consistente en Líneas Consanguíneas 
Recombinantes (RILs) y se están utilizando técnicas de Proteómica para analizar la 
variación genética en poblaciones (De la Fuente et al., 2009). Finalmente, como parte 
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del consorcio internacional PhasIbeAm, el Grupo coordina en España la secuenciación 
del genoma y del transcriptoma de P. vulgaris. 
 
En el caso de la judía, se realizó también el estudio de germoplasma español (Escribano 
et al., 1998) de diferentes orígenes, especialmente de la zona andina, con la finalidad de 
documentar la evolución y diversificación genética de la judía común en el Suroeste de 
Europa, mediante el uso de marcadores genéticos  (Escribano et al., 1994; Santalla et 
al., 2002; Rodiño et al., 2003; Casquero et al., 2006; Rodiño et al., 2006c; Gonzalez et 
al., 2009; Rodiño et al., 2009; Santalla et al., 2010). En lo que se refiere a resistencia a 
enfermedades, se han realizado evaluaciones de poblaciones locales y líneas de mejora 
de judía común para el virus del mosaico común y necrótico (BCMV/BCMNV) 
(Santalla et al., 1998; Monteagudo et al., 2003), antracnosis y bacteriosis (Monteagudo 
et al., 2004; Monteagudo et al., 2006; De la Fuente et al., 2008; Santalla et al., 2009), en 
colaboración con la Universidad de Idaho y la compañía Seminis (USA), el ITACyL 
(Valladolid), el SERIDA (Villaviciosa, Asturias), y con el, entonces, Instituto Nacional 
de Semillas y Plantas de Vivero (Madrid).  
 
1.7 Justificación del trabajo  
 
El frijol común es un cultivo de gran importancia a nivel mundial no sólo por ser la 
legumbre de consumo humano directo en todo el mundo sino también por su gran 
aporte nutricional en la dieta del ser humano. En España su consumo y demanda es 
relativamente elevado, a tal punto que su producción nacional no es suficiente para 
abastecer al mercado nacional, esto se debe a que el cultivo de la judía no resulta una 
opción atractivamente rentable  para los agricultores más desarrollados, aunque puede 
ser debido a que la investigación científica en este cultivo no ha sido suficiente para 
resolver los principales problemas que están ocasionando su irrevocable retroceso. 
También es evidente que los esfuerzos de investigación para mejorar este cultivo en 
España han dado buenos resultados hasta el momento, pero aún es necesario plantear 
nuevos programas de mejora genética enfocados a resolver problemas puntuales como 
resistencia a enfermedades, las cuales constituyen un problema de gran importancia para 
la producción del cultivo.   
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Gran parte del rendimiento de la judía se ve condicionado por la presencia de las 
enfermedades fúngicas, bacterianas y las ocasionadas por virus, y específicamente por 
las enfermedades descritas anteriormente (antracnosis, grasa de la judía, bacteriosis 
común y BCMV/BCMNV). En el caso de las enfermedades fúngicas y bacterianas su 
control químico incrementa considerablemente los costes de producción, muchas veces 
sin brindar un control eficaz sobre la enfermedad; además el uso constante de estos 
productos químicos ocasiona daños considerables al medio ambiente así como también 
a la salud humana. Por otra parte, el uso de productos químicos puede inducir el 
desarrollo de mutantes del patógeno más virulentos haciendo incontrolable la 
enfermedad (Legard and Schwartz, 1987). Además, en el caso de las enfermedades 
ocasionadas por virus no se disponen de productos químicos para su control directo. Por 
lo tanto, hasta ahora la opción más prometedora para impulsar la producción de frijol 
sin que las enfermedades representen un obstáculo para el agricultor, es la mejora 
genética de la resistencia. 
  
España, por ser un centro secundario de diversificación de frijol (Santalla et al., 2002) 
también cuenta con una amplia diversidad de razas de patógenos que dificultan el 
cultivo y la producción de esta legumbre. Hasta el momento las principales variedades 
de alto valor comercial son susceptibles a estas enfermedades (Asensio et al., 2003), 
pero afortunadamente se han reportado fuentes de resistencia para las principales razas 
de patógenos dentro de la misma especie de frijol común o en especies semejantes. Esta 
diversidad resulta de suma importancia para la mejora genética de la resistencia, pero 
también resulta complicado para los mejoradores crear plantas resistentes a múltiples 
enfermedades, debido a la diversidad de aislados de patógenos reportados.  
 
Muchos de los esfuerzos en investigación sobre la resistencia de enfermedades del frijol 
común en España, han sido desarrollados por el Instituto Tecnológico Agrario de 
Castilla y León (ITACyL) y el Servicio Regional de Investigación y Desarrollo 
Agroalimentario (SERIDA) en donde se han obtenido importantes avances sobre 
resistencia a enfermedades (Asensio Sánchez-Manzanera, 2001; Asensio et al., 2003; 
González, 2004; Asensio-S-Manzanera et al., 2005, 2006; López et al., 2006; Pérez et 
al., 2006; Campa et al., 2007; Ferreira et al., 2008; Perez and Ferreira, 2008; Campa et 
al., 2009). En conjunto todos  estos avances científicos,  las investigaciones actuales y 
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las venideras, permitirán impulsar la producción de frijol en España, en particular, y en 
Europa, en general. 
 
Desde esta perspectiva se puede apreciar mejor la relevancia que tienen estas 
investigaciones orientadas en diseñar los programas adecuados para la incorporación de 
genes de resistencia en las variedades locales de alto valor comercial. Por lo tanto, se 
justifica así la importancia de realizar un programa de mejora basado en  cruzamientos 
intraespecíficos que  permita obtener generaciones segregantes en las cuales se pueda 
hacer selección de resistencia múltiple a enfermedades en una sola línea, y en donde se 
fijarán los genes de resistencia en las etapas finales del programa de mejora a la 
resistencia de las principales enfermedades del frijol común. 
 
1.8 Objetivos 
 
Objetivo general: 
 
Avance y análisis de las generaciones segregantes de los cruzamientos dobles MBG-
CSIC entre líneas recombinantes naturales tipo Faba y los cultivares selectos de origen 
Mesoamericano y Andino para caracteres de resistencia a enfermedades, virus del 
mosaico común (BCMV/BCMNV), antracnosis (Colletotrichum lindemuthianum L.-
Ant), bacteriosis común (Xanthomonas campestris pv. Phaseoli – Xcp) y bacteriosis del 
halo (Pseudomona syringae pv. Phaseolicola – Psp), alto rendimiento y calidad 
comercial del grano: 
 
Objetivos especificos: 
 
1. Análisis genético de la resistencia a las enfermedades estudiadas en las 
generaciones F1 y F2 del cruzamiento doble. 
a. Evaluación fenotípica de las generaciones F1 y F2 segregantes. 
b. Estudio molecular de la generación F1.  
 
2. Estudio de la eficiencia de los marcadores disponibles para frijol común en el 
programa de mejora de cruzamientos múltiples evaluado.  
 
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2. MATERIALES Y MÉTODOS  
 
2.1 Material vegetal 
 
2.1.1 Parentales utilizados 
 
Los parentales a partir de los cuales se inició la investigación provienen de distintos 
programas de mejora genética, y fueron elegidos por el Grupo de Leguminosas de la 
MBG-CSIC por sus características agronómicas de interés, tales como alto rendimiento, 
resistencia a enfermedades, y, calidad y tamaño del grano. Los materiales progenitores 
de color de grano blanco, fueron los siguientes (Tabla 2.1): 
 
Wilkinson-2 
 
Es una línea de mejora creada por pirimidación de genes para resistencia a Xcp en 1980 
en la Universidad de Cornell (USA) y en el CIAT, aunque no se conoce exactamente su 
pedigree parece ser que sus genes de resistencia provienen de P. coccineous y P. 
acutifolius (Singh and Muñoz, 1999). Se ha usado en diversos programas de mejora 
como fuente de resistencia a Xanthomonas campestris pv. Phaseoli, Pseudomonas 
syringae pv. Phaseolicola  (razas 2 y 7) y  BCMNV (gen I).    
 
PHA-704-01 
 
Es una línea obtenida en la MBG-CSIC y derivada de la variedad Andecha, de grano 
grande tipo faba, proveniente del Servicio Regional de Investigación y Desarrollo 
Agroalimentario del Principado de Asturias (SERIDA). Es un tipo de recombinante 
natural que presenta alelos izoenzimáticos de origen Mesoamericano y Andino (Santalla 
et al., 2004a). Este material se ha utilizado como fuente de resistencia a BCMV debido a 
la presencia del gen bc (González, 2004).  
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Habito de Clase comercial/ Resistencia a
crecimiento Tamaño semilla enfermedades
Wilkinson-2 I Small White/mediano M Xcp, Psp, BCMV
PHA-0704-01 IV Fabada/Grande A BCMV
A 493 I Canellini/Grande M Ant, Xcp y BCMV 
PHA-0219-06 IV Fabada/Grande A Ant, Xcp y BCMV/BCMNV 
OrigenGenotipo
PHA-0219-06 
 
Es una línea de tipo recombinante natural entre ambos acervos Mesoamericano y 
Andino y  presenta alelos izoenzimáticos del mismo origen (Santalla et al., 2004a). Este 
material ha sido seleccionado por el Grupo de Leguminosas de la MBG-CSIC y se ha 
comprobado la presencia del gen Co-9 que confiere resistencia a Colletotrichum 
lindemuthianum, y los genes I y bc que confieren resistencia a BCMV y BCMNV, 
además de poseer características deseables de grano grande tipo faba. 
 
A493 
 
Es una línea de mejora proveniente de la Universidad de Idaho (USA) y el CIAT que 
proviene del cruce de Alubia/BAT93, y se ha utilizado como fuente de resistencia a las 
razas  3, 6, 38, 89, 102, y 787 de antracnosis (Méndez de Vigo et al., 2002; 2005) y 
BCMV.  
 
Tabla 2.1 Características fenotípicas y genotípicas de los parentales 
 
 
 
 
 
2.1.2 Cruzamientos simples y dobles 
 
Los cruzamientos simples y dobles se realizaron por el Grupo de Leguminosas de la 
MBG-CSIC en los años 2005 y 2006, y fueron los siguientes: 
 
Cruzamientos simples  
 
1. Wilkinson-2 / PHA 0219-06 
2. A493 / PHA 0704-01 
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Genotipo Enfermedad Control Razas ó Aislados 
Common Pinto 
Xcp Susceptible todos 
Psp Susceptible todos 
Ant Susceptible todos 
Ica Pijao 
Xcp Susceptible 241, 260, 326 y 410 
Psp Susceptible 5 y 7 
Ant Susceptible 73 
Cornell Ant Susceptible 1545 y 73 
Vax 3 Xcp Resistente 241, 260, 326 y 410 
Edmun Psp Resistente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 9 
Jules Psp Intermedio 5 y 7 
Othello Psp Resistente 5 y 7 
Tendergreen Psp Resistente 5 y 7 
Beluga Ant Resistente 65 y 73 
Catrachita Ant Resistente 7, 17, 23 y 102 
México 222 Ant Resistente  73 

Cruzamiento doble 
 
3. Wilkinson-2 / PHA 0219-06 // A493 / PHA 0704-01 
 
2.1.3 Generación F1 del cruzamiento doble 
 
Se dispuso de 403 líneas F1 provenientes del cruzamiento doble, de las cuales se sembró 
un individuo por maceta en un invernadero automatizado, usando sustrato comercial 
mezclado con vermiculita en una proporción de 3:1.  
 
2.1.4 Generación F2 del cruzamiento doble 
 
El material cosechado de cada línea F1, se avanzó en la generación F2. Se sembraron 
297 líneas F2 de la misma forma que en la generación anterior, un individuo por maceta 
y se uso la misma proporción de sustrato con vermiculita.  
 
2.1.5 Testigos utilizados en la selección de la generación F1. 
 
Se utilizaron diferentes materiales como testigos o controles susceptibles y resistentes a 
las enfermedades para las que se hizo la selección, como se muestra en la Tabla 2.2. 
 
  
Fuente: adaptado de Pérez Barbeito (2008) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 2.2 Testigos susceptibles y resistentes utilizados en la selección de la generación F1 
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Se sembraron cuatro testigos susceptibles y cuatro resistentes para cada una de las 
enfermedades, utilizando un individuo por maceta. No se sembraron testigos para 
BCMNV debido a que no disponía de inoculo activo. 
 
2.2 Siembra 
 
Cada individuo por línea F1 se sembró en una maceta y se consideró la parcela 
experimental. La siembra de la generación F1 se realizó en dos etapas, debido a que el  
espacio en  el invernadero no fue suficiente para sembrar todas las semillas disponibles. 
La primera siembra se hizo el 22 y 23 de octubre y la segunda se el 09 de noviembre de 
2009. En la primera siembra se sembraron 332 líneas y en la segunda las 71 líneas 
restantes, en total 403 líneas. En cada etapa se sembraron los parentales y los 
respectivos testigos susceptibles y resistentes para cada enfermedad. 
 
La siembra de la generación F2 se realizó de la misma forma que las F1 con la única 
diferencia que la siembra de estas se realizó en una sola etapa (23 de marzo de 2010) 
debido a que el número de líneas fue inferior a la generación anterior. Los individuos 
procedentes de una misma planta o línea F1 se sembraron y evaluaron en macetas 
individuales, es decir que de 103 líneas F1 que llegaron a producir semilla, se 
obtuvieron 297 líneas F2 que se sembraron individualmente en macetas. Además 
también se sembraron los parentales y los respectivos testigos susceptibles y resistentes. 
 
2.3 Labores culturales 
 
Básicamente las labores agronómicas consistieron en las siguientes actividades: 
 
2.3.1 Riego 
 
Durante el cultivo de la generación F1 se utilizó el riego por pulverización, programado 
para pulverizar durante un minuto cada 15 min, desde las 9:00 h de la mañana hasta las 
18:00 h, dependiendo de la humedad de las macetas y el ambiente. Además, se utilizó 
en la siembra de la generación F2 y en los días posteriores a las inoculaciones para 
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mantener la humedad relativa alta dentro del invernadero, y favorecer la manifestación 
de los síntomas. 
 
Durante el cultivo de la generación F2 se utilizo el riego por goteo programado para 
regar 30 min diarios todos los días, dependiendo de la humedad presente en  las 
macetas. 
 
2.3.2 Entutorado 
 
El entutorado consiste en colocar tiras de rafia colgando de un cable y sujetadas de la 
base del tallo de cada planta. El objetivo de esta labor fue proporcionar sostén a las 
plantas con hábito de crecimiento indeterminado trepador (tipo IV).  
 
2.3.3 Control de malezas 
 
Esta labor se ha realizado en ocasiones manualmente y consistió en arrancar las malezas 
que crecen en las macetas y entre estas. Además como parte del mantenimiento del 
invernadero también se arrancaron las malezas de los pasillos y bajo las mesas del 
invernadero. Esta actividad se realizó periódicamente debido a que las condiciones del 
invernadero favorecen el crecimiento rápido de las malas hierbas. También se aplicaron 
productos químicos para controlar mejor las malezas en el suelo del invernadero. 
 
2.3.4 Control de plagas 
 
El control de plagas se ha dirigido básicamente en mantener baja la población de 
caracoles (Helix pomatia). El control se ha realizado con cebos venenosos a base de 
metaldehido al 5% en forma granulado, la aplicación se realizó directamente en la 
maceta alrededor del tallo de la planta y en todo el perímetro interior del invernadero. 
 
Además se hicieron  aplicaciones de un insecticida granulado dispersable en agua (WG) 
y un control biológico preventivo con la aplicación de aceites de extractos de neem 
(Agromed) para prevenir el ataque de orugas e insectos  
 



2.3.5 Fertilización 
 
Durante la siembra de la generación F1 se fertilizó únicamente en las primeras etapas de 
la floración, se hizo tres veces repitiendo cada 15 días la segunda y la tercera 
fertilización. Esta actividad  se basó en la aplicación  nitrato potásico KNO3 (13,5-0-45) 
y nitrato de calcio Ca(NO3)2 (15,5-0-26,5). 
 
2.4 Preparación del inóculo utilizado 
 
2.4.1 BCMNV 
 
Debido a que es necesario disponer de inóculo fresco para realizar la inoculación de las 
plantas, se procedió a reproducir previamente la cepa del virus NL3 (existente en estado 
liofilizado y congelado en la MBG-CSIC), sembrando tres semilleros con las variedades 
testigos para BCMNV, las cuales se inocularon al presentar la mayoría de las plantas las 
hojas opuestas extendidas.  
Las variedades utilizadas fueron las siguientes: 
Nombre variedad Reacción ante el BCMNV 
Common Pinto Susceptible: síntomas de mosaico 
Matterhorn Resistente: síntomas de necrosis apical 
Vax 3   Inmune: no se observa ningún tipo de síntomas 
 
Esta actividad se realizó dos veces antes de la siembra y en ninguna de ellas se pudo 
observar plantas con síntomas, lo cual indicó que la cepa existente no se encontraba 
activa, o que no se produjeron las condiciones ambientales necesarias para la expresión 
de los síntomas ya que el gen I presente en las variedades Vax3 y Matterhorn requiere 
temperaturas superiores a 30ºC, especialmente en los primeras días de inoculación, para 
su expresión, por lo que es difícil conseguir estas condiciones en invernadero durante el 
invierno. Por estas razones se tomó la decisión de no hacer la selección fenotípica para 
esta enfermedad  y únicamente se hizo selección asistida por marcadores moleculares. 
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2.4.2 Bacteriosis de halo (Psp) 
 
Se utilizó una mezcla de las razas 5 y 7 sembradas en medio de cultivo King B  (10 ml 
de glicerol, 38 g de agar Pseudomonas agar Difco y 500 ml de agua destilada). La 
replicación se hizo en la campana de flujo laminar  haciendo uso de hisopos estériles 
para la siembra mediante dispersión sobre placas con medio de cultivo nuevo. 
Posteriormente, las placas permanecieron en incubación durante no menos de 48 h a 25 
– 28 ºC.  
 
La solución de bacterias se preparó a una concentración de 1x108 ufc/ml (unidades 
formadoras de colonias/ml), considerando esta concentración adecuada para provocar la 
enfermedad y poder realizar una óptima evaluación de las plantas susceptibles o 
resistentes a este patógeno (Asensio Sánchez-Manzanera, 2001). El ajuste de la 
suspensión se realizó midiendo en el espectrofotómetro a λ = 620 nm (lectura 0,18). Se 
prepararon las soluciones por separado para cada raza y se mezclaron en el momento de 
la inoculación 
 
2.4.3  Bacteriosis común (Xcp) 
 
En la MBG-CSIC se dispone de un stock de cuatro aislados de Xanthomonas campestris 
pv. phaseoli (241, 260, 326 y 410) que se utilizaron en la preparación de una sola 
mezcla.  
 
Antes de realizar la inoculación es necesario disponer de inóculo joven para asegurar la 
presencia de síntomas en la planta, es decir colonias de bacterias que no hayan sido 
replicadas mas allá de 48 h antes de la inoculación, tal como se menciona en la 
replicación de Psp. 
 
La replicación de las bacterias se realizó en la cámara de flujo laminar usando como 
medio de cultivo YCDA (Yeast Carbonate Dextrose Agar), en placas petri. La 
composición para un litro de medio fueron 10 g de extracto de levadura, 5 g de dextrosa, 
20 g de agar, 20 g de carbonato de calcio (CaCO3) y 1 l de agua destilada.  La siembra 
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en el medio se realizó con la ayuda de hisopos estériles y posteriormente permanecieron 
en incubación alrededor de 48 h a una temperatura de 25 - 28 ºC. 
 
Al igual que en Pseudomonas se preparó un litro de solución de bacterias para cada uno 
de los aislados y se mezclaron posteriormente para su inoculación. 
 
2.4.4 Antracnosis (Ant) 
 
Se  comprobó la efectividad de las razas 73 y 102 en plantas controles de Common 
Pinto  pero no se realizó la inoculación de las plantas F1 debido a que las plántulas se 
encontraban débiles en las primeras fases de desarrollo y con algunos síntomas de 
incompatibilidades genéticas, por lo cual se temía su completa destrucción con la 
inoculación. 
 
2.5 Métodos de inoculación 
 
2.5.1 Inoculación de Pseudomonas. 
 
La inoculación  se realizó por el método de pulverización a alta presión descrito por 
Taylor et al., (1978). El método consiste en aplicar la solución (concentrada 1·108 
ufc/ml) a través de un atomizador conectado a un compresor que permite pulverizar a 
1,05 kg/cm2. 
 
La inoculación se realizó en el momento en que las plántulas mostraban hojas opuestas 
desarrolladas al 75% de su expansión. Al inocular, la boquilla del atomizador se 
colocaba a una distancia aproximadamente de 5 cm del envés de la hoja, lo suficiente 
como para romper levemente la epidermis de la hoja y permitir la entrada de las 
bacterias a las células del mesófilo. Con la ayuda de los dedos se sujetaba la hoja por  la 
parte posterior  (envés) para evitar que se rompiera a causa de la presión ejercida por el 
compresor. Durante el proceso de inoculación, se mantuvo agitando el depósito del 
atomizador para asegurar que las bacterias se mantuvieran en suspensión y no se 
precipitaran. En cada plántula se inoculó únicamente una de las dos hojas opuestas. 
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Después de la inoculación  de todas las plántulas, se interrumpió por unas horas el riego 
por pulverización, para evitar que se lavara el inóculo antes de su penetración en la hoja. 
A pesar de que la temperatura dentro del invernadero fue programada previamente para 
evitar descensos de menos de15 ºC y que no sobrepasara los 30 ºC, en algunos días del 
los meses de diciembre a febrero fue difícil mantener la temperatura al nivel deseado. El 
riego se mantuvo constante en los días consiguientes para mantener una humedad 
relativa propicia para el desarrollo de la enfermedad. 
 
La inoculación con Pseudomonas se realizó dos veces para confirmar aquellas plantas 
que  mostraron resultados favorables en la evaluación de resistencia. 
 
2.5.2 Inoculación de Xanthomonas  
 
La inoculación de Xanthomonas fue realizada por el método de agujas múltiples 
utilizado en la MBG-CSIC. Las plantas se inocularon tan pronto mostraban trifolios 
sanos y bien desarrollados. El método consiste en la utilización de una pequeña placa 
metálica con múltiples agujas soldadas a su base las cuales se insertaban levemente en 
los foliolos  elegidos para su inoculación. La penetración de las agujas se hizo del haz al 
envés, es decir que las agujas se presionaban en el haz del foliolo y en el envés se 
colocaba una placa petri con una esponja completamente empapada de la suspensión de 
bacterias (concentrada 1·108 ufc/ml), que a su vez servía de respaldo para el foliolo y 
permitía además que todo el limbo quedara empapado con la suspensión bacteriana. 
 
Se inocularon de esta forma tres foliolos centrales de tres hojas diferentes en una misma 
planta. Se eligieron los trifolios jóvenes y saludables para apreciar mejor los síntomas. 
Las condiciones de temperatura y humedad fueron las mismas que en el caso de la 
inoculación con Pseudomonas. 
 
Para esta enfermedad también se inocularon dos veces  la mayoría de las plantas, para 
confirmar aquellas plantas que habían perdido los trifolios inoculados o las que no se 
sabía con certeza el resultado en la prueba de resistencia. 
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Escala de evaluación Sintomatología observada
Manchas necróticas color rojo-marrón presentes en el área
central de la inoculación y en cualquier parte de la hoja inoculada.
Manchas necróticas color rojo-marrón con trazas de grasa
(manchas acuosas) en el área inoculada.
Presentan un poco de necrosis con manchas de grasa mas 
extendidas en el área central de la inoculación
Pequeñas lesiones de grasa (< 1 mm de diámetro) distribuidas 
al azar sobre el envés de la hoja.
Presenta grandes lesiones acuosas (< 1 mm de diámetro) tanto en
el punto central de  inoculación como en todo el envés de la hoja.5
1
2
3
4
2.6 Evaluación de la resistencia 
 
2.6.1 Evaluación de la inoculación con  Pseudomonas 
 
La evaluación de todas las plantas inoculadas por el método de aspersión a alta presión 
se realizó entre cuatro y siete días después de la inoculación, dependiendo de la 
manifestación uniforme de los síntomas en todas las plantas. Para la evaluación de los 
síntomas de esta enfermedad se uso una escala existente en la MBG-CSIC que va de 1 a 
5 y que consiste en los siguientes parámetros (Tabla 2.3). 
 
Tabla 2.3 Escala de evaluación de resistencia a Pseudomonas syringae pv. Phaseolicola 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
De acuerdo a la escala anterior, en la MBG-CSIC se hace la selección fenotípica 
considerando resistentes a las plantas que presenten valores 1-2, resistencia intermedia a 
las plantas con valor 3 y susceptibles las plantas con valores 4-5. (Tabla 3.3. Resultados 
de la inoculación con la bacteria Xcp generación F1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.1 Síntomas en la escala de evaluación de resistencia Pseudomonas syringae pv. 
phaseolicola 
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2.6.2 Evaluación de la inoculación con  Xanthomonas 
 
La evaluación de los síntomas producidos al inocular con las agujas múltiples está 
basada en el sistema de evaluación utilizada por Aggour and Coyne (1989), que consiste 
en una escala de 1 a 9 en la cual se toma en cuenta el porcentaje del área inoculada de la 
hoja con necrosis. (Tabla 2.4). 
 
Tabla 2.4 Escala de evaluación de síntomas de Xanthomonas mediante inoculación 
artificial por el método de agujas múltiples 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La escala de evaluación numérica se califica de la siguiente forma: 
 1   =    Completamente susceptible 
  2 = Altamente resistente 
  3 = Moderadamente resistente 
4 = Poco resistente 
  5 = Poco susceptible 
  6  =  Moderadamente susceptible 
  7 = Altamente susceptible 
  8 =  Muy susceptible 
  9 =  Severamente susceptible 
 
En términos generales, en la MBG-CSIC se considera que las plantas que presenten 
resultados del 1 al 3 se clasifican como resistentes, las que se sitúen del 4 al 6 se 
consideran con resistencia intermedia y las que presenten valores del 7 al 9 se clasifican 
como susceptibles. 
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Figura 2.2 Escala de evaluación de resistencia a Xanthomonas 
 
2.7 Muestras de tejido para extracción de ADN 
 
De los trifolios más jóvenes en cada planta se cogieron dos discos de hoja de los foliolos 
centrales, la cual es una medida preestablecida para obtener la suficiente cantidad de 
ADN al momento de la extracción. Cada disco corresponde al diámetro de la tapa de un 
tubo eppendorf, y se cogieron un total de cuatro muestras por cada planta existente en el 
invernadero. 
 
En algunas muestras el ADN fue extraído directamente del tejido fresco, pero la 
mayoría fueron congeladas en nitrógeno líquido minutos después de haber sido cortadas 
de la planta para evitar la activación de las enzimas ADNasas que degradan el ADN. 
Una vez cogidas las muestras, se guardaron a -80 ºC para su posterior extracción en el 
laboratorio. 
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2.8 Extracción de ADN a partir de los discos de hoja 
 
El ADN se extrajo de las muestras de tejido vegetal congelado siguiendo el protocolo 
del Grupo de Leguminosas de la MBG, y que se basa en modificaciones del de 
Afanador et al., (1993) y que comprende los siguientes pasos:  
 
Macerar el tejido vegetal inmediatamente después de sacar las muestras del congelador 
de -80 ºC, manteniéndolas  en nitrógeno liquido para evitar romper la cadena de frio. 
Añadir a cada tubo 600 µl por muestra de una mezcla de cloroformo:isoamil en una 
proporción de 4:1, agitando ligeramente  5 min y centrifugando a 13000 rpm durante  5 
min. Posteriormente, después de repetir el mismo proceso se añadía a cada muestra 600 
µl de isopropanol congelado, se invertían los tubos suavemente de 5 a 7 veces y se 
dejaban a una temperatura de -20 ºC durante 20 min. En este paso se podían observar 
trazas de ADN. Se centrifugaban por 5 min a 13000 rpm y se disolvía el pellet de ADN 
en 100 µl de agua bidestilada (agua destilada autoclavada). Se agregaba 200 µl de una 
solución congelada de etanol y acetato de amonio, se centrifugaba a 13000 rpm y 
nuevamente se disolvía el pellet precipitado en 100 µl de agua bidestilada. Por último se 
agregaba 2 µl de la enzima ARNasa en cada muestra. 
 
2.9 Cuantificación del ADN  
 
Esta actividad se realizó en el espectrofotómetro NanoDrop 2000 Thermo Scientific del 
grupo de Leguminosas de la  MBG-CSIC. Este equipo utiliza un sistema de retención 
que permite medir cantidades muy pequeñas de muestra (0,5 a 2 µl) y en altas 
concentraciones, utilizando un espectro completo de 190 a 840 nm. El sistema de 
retención de este equipo utiliza la tensión superficial para mantener la muestra entre las 
dos fibras ópticas que se encargan de la medición. 
 
Este proceso de medición consistió en colocar 1 µl de muestra en el pedestal de 
medición de del espectrofotómetro. La medición se realiza desde el software del equipo 
instalado en un ordenador específico para este uso.  
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Las mediciones hechas con este equipo proporcionaron datos precisos de la 
concentración de ADN en la muestra, además de proporcionar información sobre la  
calidad del mismo, la cual es importante para su posterior uso en la amplificación de 
PCR con marcadores moleculares, siendo en la mayoría de los casos los valores 
óptimos. 
 
2.10  Amplificación de marcadores moleculares 
 
La amplificación del ADN se realizó mediante PCR (Polymerase Chain Reaction) en un 
termociclador de ADN (MJ Research ® PTC-200 DNA Termalcycler). Para realizar 
este proceso se precisa de una mezcla (mix) con los siguientes reactivos: 8,62-9,87 µl 
H2O MQ; 1,25-2 µl de dNTP Mix 10 mM (Bioline); 4-5 µl de 10x tampón; 1,5-2 µl de 
ClMg2 25 mM; 1,5-1,16 µl de cada cebador o primer I y II (Oligonucleótidos), 0,13 µl 
de la enzima Go Taq ® Polimerasa (Promega) y 3-5 µl de ADN (40 ng/µl). Estas 
cantidades están dadas por muestra de ADN y en la práctica variaban con pequeñas 
modificaciones dependiendo del marcador que se amplificaba. Los marcadores 
amplificados fueron de tipo SCAR  para las cuatro enfermedades evaluadas. 
 
2.10.1 Marcadores para resistencia a la antracnosis 
 
Se amplificaron un total de 9 marcadores SCARs en diferentes condiciones de PCR,  y 
como primer paso se amplificaron en los cuatro parentales y sus respectivos controles 
positivo y negativo. Los marcadores y sus perfiles térmicos utilizados son:  
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Estos marcadores se originaron a partir de los marcadores RAPD OPC08 y OPY20 que 
se encuentran ligados al gen dominante Mesoamericano Co-4 (Arruda et al., 2000) que 
confiere resistencia efectiva contra un amplio número de aislados de Colletotrichum 
lindemuthianum de América Latina (Young and Kelly, 1996; Alzate-Marin et al., 1997; 
Young and Kelly, 1997). Ambos marcadores comparten el mismo perfil térmico el cual 
consiste en lo siguiente: 
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El SC08 amplifica una banda de 910 bp en fase de acoplamiento al Co-4, mientras que 
el SY20 amplifica una banda de 830 bp también ligada en fase de acoplamiento al gen 
(Miklas and Singh, 2007). Para el SC08 y SY20 se utilizaron como controles positivos 
los genotipos TO y AB136,  y como control negativo el genotipo Common pinto.  
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Estos marcadores fueron desarrollados conjuntamente a partir de dos marcadores tipo 
RAPD, OH18 y OBB14, ambos obtenidos a partir de una misma población segregarte  y 
ligados al gen de resistencia Co-42 que es un alelo del locus Co-4 (Awale and Kelly, 
2001; Kelly et al., 2003). Sus perfiles térmicos aunque son parecidos difieren en la 
temperatura de hibridación. 
 
 *Tº hibridación SBB14 = 56,7ºC y SC18 = 62 ºC 
 
El SH18 amplifica una banda de 1150 pb mientras que el SBB14 es un marcador 
codominante que amplifica dos bandas de diferente tamaño, una de 1150 pb y otra de 
1050 pb correspondientes a los genotipos SEL 1308 (control positivo) y TO (control 
negativo), respectivamente (Awale and Kelly, 2001). Los mismos controles se usaron 
para el SH18.  
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Es un SCAR desarrollado originalmente del marcador tipo RAPD OAS13 ligado en fase 
de acoplamiento al gen de resistencia Co-42 (Young et al., 1998; Awale and Kelly, 
2001). Su perfil térmico se compone de la siguiente forma: 
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El SAS13 amplifica una banda de 950 bp en acoplamiento con el gen Co.42. Los 
controles positivo y negativo utilizados fueron TO y Common pinto, respectivamente. 
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El SZ04 desarrollado a partir del marcador RAPD OPZ04 ligado al gen Mesoamericano 
Co-6 que confiere resistencia a algunas razas de antracnosis, especialmente las razas 64, 
73, 81 y 89 (Alzate-Marin et al., 1999; Kelly et al., 2003). El perfil térmico consta de lo 
siguiente: 
 
 
El SZ04 amplifica una banda de 560 bp en acoplamiento con el gen Co-6. Los controles 
positivo y negativo utilizados fueron AB136 y Common pinto, respectivamente. 
 
 			
 
Es un marcador desarrollado a partir del marcador tipo RAPD OPAZ20 el cual se 
encuentra ligado al gen Mesoamericano Co-6 (a 7,1 cM de distancia) y se encuentra 
presente en el cultivar AB136 y en algunas líneas derivadas de este parental (Young and 
Kelly, 1996; Alzate-Marin et al., 1999; Alzate-Marin et al., 2000; Kelly et al., 2003).  El 
perfil térmico del SZ20 consta de los siguientes ciclos: 
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El SZ20 amplifica una banda de 845 bp en acoplamiento con el Co-6. Los controles 
positivo y negativo fueron AB136 y Common pinto, respectivamente. 
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Este marcador se encuentra ligado al gen de resistencia Mesoamericano Co-9 a una 
distancia de 2,9 cM y desarrollado a partir del RAPD OB12 (Méndez de Vigo et al., 
2002). Su perfil térmico consta de los siguientes ciclos: 
 
 
 
 
El SB12 amplifica una banda de 350 bp en acoplamiento con el Co-9 (Méndez de Vigo 
et al., 2002; Miklas and Singh, 2007). Los genotipos cultivares utilizados como testigo 
resistente y susceptible fueron  BAT 93 y Cornell respectivamente. 
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Este SCAR fue desarrollado a partir del RAPD OF10 ligado al gen dominante 
Mesoamericano Co-10 el cual confiere resistencia a las razas de antracnosis 23, 64, 67, 
73, 81, 83, 87, 89, 95, 102, 117, 119, 343, 453, 1033, 1545 y 1600 (Alzate-Marin et al., 
2003). Su perfil térmico es el siguiente: 
 
 
El tamaño de la banda que amplifica este SCAR es de 1072 bp en acoplamiento con el 
gen Co-10. Se utilizaron como control positivo y negativo los cultivares Ouro Negro y 
Common pinto, respectivamente. 
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Genes Tamaño
resistencia (bp)
SC8 Co 4 910 F: AGA ATG CCT  TTA  GCT GTT GG
R: CAG AGA GGC TAG GCT TAT CG
SY20 Co 4 830 F: AGC CGT GGA AGG TTG TCA T
R: CCG TGG AAA CAA CAC ACA T
SBB14 Co 4² 1150 y 1050 F: GTG GGA CCT GTT CAA GAA TAA TAC
R: GGA CCT GGG TAG TGT AGA AAT
SH18 Co 4² 1150 F: CCA GAA GGA GCT GAT AGT ACT CCA CAA C
R: GGT AGG CAC ACT GAT GAA TCT CAT GTT GGG
SAS 13 Co 4² 950 F: CAC GGA CCG AAT AAG CCA CCA ACA 
R: CAC GGA CCG AGG ATA CAG TGA AAG
SZ04 Co 6 560 F: GGC TGT GCT GAT TAA TTC TGG
R: TGC TCA TTT TAT AAT GGA GAA AAA
SZ20 Co 6 845 F: ACC CCT CAT GCA GGC TTT TA
R: CAT AAT CCA TTC ATG CTC ACC
SB12 Co 9 350 F: CCT TGA CGC ACC TCC ATG
R: TTG ACG ATGGG TTG GCC 
SF10 Co 10 1072 F: GGA AGC TTG GTG AGC AAG GA
R: GGA AGC TTG GCT ATG ATG GT
Secuencia primer
5´ a 3´SCAR
Tabla 2.5 Secuencia de los marcadores utilizados para antracnosis  
(Miklas and Singh, 2007) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.10.2 Marcadores para resistencia a BCMV/BCMNV 
 
2.10.2.1 SCAR W13 (SW13) 
 
Es un marcador ligado al gen I dominante (recombinación de 1,3 ± 0,8 a 5 ± 2,2 cM) 
que confiere resistencia al BCMV/BCMNV.  Fue convertido a SCAR a partir del 
marcador tipo RAPD OW13 (Melotto et al., 1996), y su amplificación depende del 
siguiente perfil térmico: 
 
 
 
 
El SW13 amplifica un banda de 690 bp en acoplamiento con el gen de resistencia 
(Melotto et al., 1996; Miklas and Singh, 2007). Los controles positivo y negativo 
utilizados fueron  los genotipos Alert y Almonga, respectivamente. 
 
2.10.2.2 SCAR ROC11 
 
Este marcador se desarrolló originalmente del marcador tipo RAPD ROC11 (RAPD of 
Operon Technologies, Inc. C11), que se ha re reportado altamente ligado al gen recesivo 
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Genes Tamaño
resistencia (bp)
SW13 Acopla. F: CAC AGC GAC ATT AAT TTT CCT TTC
R: CAC AGC GAC AGG AGG AGC TTA TTA 
SBD5 F: GTG CGG AGA GGC CAT CCA TTG GTG 
R: GTG CGG AGA GTT TCA GTC TTG ACA
350 Acopla. F: CCA ATT CTC TTT CAC TTG TAA CC 
420 Repul. R: GCA TGT TCC AGC AAA CC ROC11
Secuencia primer
5´ a 3´
gen bc1²
gen bc 
690
1250 Acopla.
SCAR Ligamiento
gen I
bc-3 que confiere resistencia a todas las cepas de BCMV conocidas (Johnson et al., 
1997). El perfil térmico consta de los siguientes ciclos. 
 
Johnson et al., (1997) reportó que este marcador amplifica dos bandas una de 350 bp 
(no muy común) ligado en la fase de acoplamiento del gen y otra banda de 420 bp 
(amplificada ampliamente) ligada en la fase de repulsión. Los controles positivo y 
negativo utilizados fueron Beluga y Beryl, respectivamente. 
 
2.10.2.3 SCAR BD5 (SBD5) 
 
Es un marcador que se encuentra completamente ligado (0% recombinación) al gen 
recesivo bc-12 que confiere resistencia algunas cepas específicas de BCMV y BCMNV, 
fue desarrollado a partir del marcador RAPD BD5 (Miklas et al., 2000b), su perfil 
térmico se compone de los siguientes ciclos: 
 
El SBD5 amplifica una banda de 1300 bp. Los controles positivo y negativo fueron los 
genotipos Dorada de Aragón y Common pinto, respectivamente. 
 
Tabla 2.6 Secuencia de los marcadores utilizados para BCMV/BCMNV   
(Johnson et al., 1997; Miklas and Singh, 2007) 
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2.10.3 Marcador para resistencia a Pseudomonas 
 
2.10.3.1 SCAR B10 
 
Estudios de  Fourie et al., (2004), reportan que este marcador se encuentra ligado (14,7 
cM) al cluster Pse-1 el cual es un segmento del grupo dentro del cluster grupo de 
ligamiento B4 que incluye  Pse-1, Pse-7 y Pse-9  que confieren resistencia a las  razas 
1, 7 y 9 de Psp. Se ha desarrollado a partir del marcador RAPD B10. El perfil térmico 
del SCAR consta de los siguientes ciclos: 
 
El SB10 amplifica una banda de 525 bp en acoplamiento con el cluster Pse-1 (Miklas 
and Singh, 2007), Los genotipos Guatemala 196-B y Common pinto fueron utilizados 
como controles positivo y negativo, respectivamente. 
 
2.10.4 Marcadores para resistencia a Xanthomonas 
 
2.10.4.1 SCAR BC420 
 
Este marcador ha sido desarrollado a partir de un marcador RAPD del mismo nombre 
en el cual se ha descrito previamente su asociación con un QTL (quantitative trair loci) 
que confiere resistencia a Xcp y explica un 62 % de la variación fenotípica (Yu et al., 
2000a). Su perfil térmico consta de los siguientes ciclos: 
 
El BC420 amplifica una banda de 900 pb en acoplamiento con el QTL (Miklas and 
Singh, 2007). Los controles positivo y negativo utilizados fueron Vax 3 y Common 
pinto, respectivamente. 
 
$!>
M")-!> 3!> $!> 
'S 
  	 	
' " " 	' '
M")-!> !!"
!


'
$!>
M")-!> 3!> $!> 
'S 
  	 	
' " " 	' '
M")-!> !!"
!


'



2.10.4.2 SCAR BC409 
 
El marcador a partir del cual se desarrolló es el RAPD BC409, que se encuentra 
asociado a un QTL de resistencia a Xcp, que amplifica una banda de 1250 bp en 
acoplamiento y explica un 21 % de la variación fenotípica (Jung et al., 1999).  Su perfil 
térmico es el siguiente: 
 
Se usó como control positivo el genotipo Vax 3 e Ica Pijao como control negativo. 
 
2.10.4.3 SCAR U91 (SU91) 
 
Desarrollado a partir del marcador RAPD U9 asociado a un QTL que confiere 
resistencia para Xcp. El SCAR resultante es de carácter dominante y explica un 17,4 % 
de la variación fenotípica (Pedraza et al., 1996), su amplificación por PCR consistió en 
el siguiente perfil térmico: 
 
Amplifica una banda de 700 bp en acoplamiento, y los controles positivo y negativo 
fueron Vax 3 e Ica Pijao, respectivamente 
 
2.10.4.4 SCAR AB6 (SAB6) 
 
Desarrollado a partir del marcador tipo RAPD AP6 asociado a QTLs de resistencia a 
Xcp  (Miklas et al., 2000c). Su perfil térmico consta de los siguientes ciclos: 
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Genes Tamaño
resistencia (bp)
F: CTG CTG GGA CAA TCA CCA AGT C
R: CTG CTG GGA CTC TCT TAC
F: GCA GGG TTC GCC CAA TAA CG
R: TTT ACG CAC CGC AGC ACC AC 
F: TAG GCG GCG GCG CAC GTT TTG
R: TAG GCG GCG GAA GTG GCG GTG
F: CCA CAT CGG TTA ACT TGA GT
R: CCA CAT CGG TGT CAA CGT GA
F: GTC ACG TCT CCT TAA TAG TA 
R: GTC ACG TCT CAA TAG GCA AA 
SCAR Secuencia primer5´ a 3´
525Pse-1SB10*
830
700
1250
SAP6
SU91
BAC6
Major QTL
Major QTL
Major QTL
900Major QTLBC420
Este marcador amplificó una banda de 820 bp en acoplamiento. Los controles positivo y 
negativo fueron Vax 3 y Common pinto, respectivamente. 
 
Tabla 2.7 Secuencia de los marcadores utilizados para Psp/Xcp 
 (Miklas and Singh, 2007) 
 
 
 
 
 
 
      * SCAR asociado a resistencia a Psp 
 
2.11 Resolución de los productos amplificados por PCR  
 
Los productos amplificados fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa al 
1,5 % de concentración conteniendo 13 µl de bromuro de etidio en Tampón 1 X TAE 
(Trisma Base, Acido Acético y EDTA 0,5 M pH 8). Los geles se dejaban correr 
alrededor de 45 min a 120 voltios y posteriormente se observaban en un tras luminador 
de luz ultravioleta. 
 
2.12 Análisis estadístico 
 
Una vez disponibles los datos de las variables fenotípicas para Psp y Xcp, se hicieron 
histogramas de frecuencias por clases para observar el modelo de segregación del 
carácter. Este análisis se realizó en ambas generaciones (F;FT+
 
Se utilizó la prueba de Kolmogorov-Smirnoff (K-S) para ver la significación de la 
distribución en el caso de aquellos caracteres cuantitativos. El contraste de esta prueba 
es:  
 
H0 : F(x) = F0(x), para todo x 
H1 : F(x) ≠ F0(x), para algún x 
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Y su estadístico es:  Dn = max │ F(x) - F0(x) │ 
 
También se utilizó la prueba de Chi cuadrado (χ2) para ver si el modelo de segregación 
observado se ajustaba a lo esperado en aquellos casos de caracteres que seguían una 
segregación Mendeliana. El estadístico de esta prueba es el siguiente:  
 
χ2 = ∑ri=1∑kj=1 (Oij – Eij)2 
                            Eij 
 
Se utilizó el programa GenStat Discovery Edition 3 (VSN International Ltda.) para el 
cálculo de las pruebas mencionadas. 
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Cant. Proporción Cant. Proporción
Llegaron a la producción de semilla FTyFU 103 25,6% 69 23,2%
Madurez fisiológica sin vainas (aborto) 34 8,4% 52 17,5%
Madurez fisiológica con vaina sin grano 46 11,4% 3 1,0%
No madurez fisiológica, murieron jóvenes 42 10,4% 21 7,1%
No germinaron 178 44,2% 152 51,2%
TOTAL 403 100,0% 297 100,0%
FE FFObservación
 
3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

3.1 Datos y observaciones del ciclo completo de las generaciones F1 y F2 

3.1.1 Plantas obtenidas generación F y F2 
 
En la generación F se obtuvo un porcentaje de germinación de 58,8 %, con 103 lineas 
que llegaron a producir semilla F2 que fue bastante bajo debido probablemente a 
problemas de viabilidad de la semilla. Además 10,4 % de líneas en F1 y 7,1 % en F2 
murieron siendo plantas jóvenes (Tabla 3.1), otras completaron su ciclo sin llegar a 
producir semilla (19,8 % en F1 y 18,5 % en F2). En el caso de la generación F2 el 
porcentaje de germinación fue de 48,8 %, aún más bajo que en la generación anterior, 
debido a los mismos problemas de baja viabilidad de la semilla (granos deformes y 
arrugados) (Tabla 3.1). 
Tabla 3.1 Proporción de plantas generación F y F2 





3.1.2 Incompatibilidades genéticas en la generaciones F;2	

Algunos defectos comunes observados en las generaciones F1 y F2 fueron agrupados en 
cinco grupos de incompatibilidades genéticas, en base a los síntomas observados: 
 
3.1.2.1 Hojas arrugadas (Har): 

Se observó un 37,5% y 4,14% de individuos en las generaciones F1 y F2, 
respectivamente, con  hojas opuestas levemente a severamente arrugadas y en algunos 
casos con pequeñas bolitas en el limbo, que pudieron adoptar una forma cóncava 
(Figura 3.2 A y B). 
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3.1.2.2 Hojas con agujeros (Hag):  
 
Un 14,6% y 6,90% de individuos en las generaciones F1 y F2, respectivamente, 
mostraron en las hojas opuestas la apariencia de haber sido depredadas por algún 
insecto (Figura 3.2 C y D).  
 
3.1.2.3 Hojas totalmente deformes (Hdf): 
 
Un 9,9% y 1,38% de individuos en las generaciones F1 y F2, respectivamente, 
presentaron este tipo de síntomas que se observo específicamente en las hojas opuestas, 
que parecían hojas modificadas sobre los cotiledones. El crecimiento de estas plantas se 
vio retardado en comparación con el resto de plantas (Figura 3.2.E y F). 
 
3.1.2.4 Hojas cloróticas (Hcl): 
 
Un 26,6% y 5,52% de individuos en las generaciones F1 y F2, respectivamente, 
mostraron síntomas de esta incompatibilidad, tanto en hojas opuestas como en trifolios, 
que tuvieron la apariencia de un mosaico ocasionado por virus (amarillo verdoso entre 
verde obscuro) (Figura 3.2 G y H).  
 
3.1.2.5 Hojas compuestas anormales (Hca): 

Un 9,9% y 15,17% de individuos en las generaciones F1 y F2, respectivamente, tuvieron 
síntomas que se manifestaron generalmente en el primer trifolio y en algunos casos en 
los trifolios próximos a las yemas florales. Dentro de esta categoría se observaron 
trifolios pegados por el limbo de los foliolos, y hojas con cuatro o cinco foliolos (Figura 
3.2 I-M).  
 
Únicamente un 26,6% y 66,9% de individuos en las generaciones F1 y F2, 
respectivamente,  no presentaron síntomas de incompatibilidad genética mientras que el 
resto de las líneas presentaron una ó varias combinaciones de estas. La incompatibilidad 
más frecuente en la generación F1 fué la de hojas arrugadas (Har) con una frecuencia de 
0,44 seguido por las hojas compuestas anormales con una frecuencia de 0,35, mientras 
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que en la generación F2 la incompatibilidad de mayor frecuencia fué la de hojas 
compuestas anormales (Hca) (Figura 3.1), que se observaron principalmente en la etapa 
avanzada del cultivo (floración). En la generación F2 las incompatibilidades que se 
observaron fueron mínimas en relación a la F1.  
 
 
 
 
 
Figura 3.1 Frecuencia de incompatibilidades genéticas en las generaciones F1 y F2 
  
Este tipo de anormalidades genéticas son el resultado de cruzar genotipos de acervos 
distintos Este es el caso de los parentales PHA-0219-06 y PHA-0704-01 que son 
materiales de origen Andino, aunque se han considerado inicialmente como variedades 
recombinantes naturales entre ambos acervos (Santalla et al., 2002; Rodiño et al., 
2006c), y de los parentales Wilkinson-2 y A493 que son de origen Mesoamericano. La 
causa fundamental por la cual se pueden observar debilidades de este tipo, y en especial 
los síntomas parecidos a virus en la generación F1, es debido a dos genes 
semidominantes complementarios Dl1 y Dl2 presentes en los acervos Mesoamericano y 
Andino, respectivamente (Coyne, 1965), y que pone de manifiesto el aislamiento 
geográfico entre ambos acervos genéticos (Gepts and Bliss, 1985; Singh et al., 1991a).  
 
Los genes Dl1 y Dl2 son más frecuentes en las poblaciones silvestres que en las 
especies domesticadas de ambos acervos (Singh and Gutiérrez, 1984; Koinange and 
Gepts, 1992; Singh and Molina, 1996). Por lo tanto al observar un alto número de 
anormalidades en la generación F1 existe la posibilidad de que estos genes aún se 
encuentren presentes en altas frecuencias dentro de las poblaciones de recombinantes 
naturales presentes en España.  
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A y B, hojas arrugadas (Har); C 
y D, hojas con agujeros (Hag); E y F, Hojas totalmente deformes (Hdf); G y H, hoja 
cloróticas como síntomas de virus (Hcl); I y M, hojas compuestas anormales (Hca). 
 
 
3.1.1 Comportamiento del hábito de crecimiento 

Tanto en la generación F como en la F2 se observaron los hábitos de crecimiento IV y I, 
siendo la mayor frecuencia de individuos con hábito de crecimiento IV (74 y 72% en las 
generaciones F1 y F2, respectivamente) en relación con el hábito de crecimiento tipo I 
que se observó con  menor frecuencia (26 y 28% en F1 y F2 respectivamente) (Figura 
3.3). Este resultado corresponde a la segregación esperada de acuerdo con él hábito de 
crecimiento de los cuatro parentales, en donde dos de ellos son de habito tipo I y los 
otros dos de habito tipo IV, y conociendo que el habito tipo IV es dominante sobre el 
   Figura 3.2 Síntomas de incompatibilidad genética. 
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Proporción Proporción
Observada Esperada
F 137:49 3:1 0,18 0,674
FT 88:35 2:1 1,37 0,243
Generación χV P
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habito tipo I (Kornegay et al., 1992) se esperaba obtener una segregación de 3:1 en la F1 
y de 2:1 en la F2. Las pruebas de chi cuadrado nos indican que no hay diferencia 
significativa entre las segregaciones observadas y las esperadas (Tabla 3.2).  
 
 
 
 
 
Figura 3.3 Habito de crecimiento observado en la generación F1 y F2 
 
 
Tabla 3.2 Prueba de chi cuadrado para la segregación del hábito de crecimiento de la 
generación F1 y F2. 
 
 
 
 
 
 
3.1.2 Tendencia de la variable días de siembra a floración 

Esta variable cuantitativa manifestó una distribución casi normal tanto dentro de la 
generación F1 como en la generación F2. En la Figura 3.4 y 3.5 se observan la tendencia 
de esta variable en un histograma de frecuencias para cada generación.  
 
 
 
 
 
Figura 3.4 Días de siembra a floración F1 
 
En la figura 3.4 se observa que en la generación F1 la tendencia de los días de siembra a 
floración fue a prolongarse mientras que en la generación F2 la proporción de individuos 
con ciclos más cortos aumento.  
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Can* % Can* % Can* %
Resistentes 11 5,6% 11 5,6% 11 5,6%
grado 1 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
grado 2 11 5,6% 11 5,6% 11 5,6%
Intermedias 7 3,6% 7 3,6% 11 5,6%
grado 3 7 3,6% 7 3,6% 11 5,6%
Susceptibles 144 73,5% 144 73,5% 25 12,7%
grado 4 37 18,9% 27 13,8% 8 4,1%
grado 5 107 54,6% 117 59,7% 17 8,6%
No inoculadas** 34 17,3% 34 17,3% 148 75,1%
Perdida de hojas*** 0 0,0% 0 0,0% 2 1,0%
TOTAL 196 100,0% 196 100,0% 197 100,0%
1ª Eval. 2ª Eval. Eval
INOCULACIÓN 1 INOCULACION 2
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.5 Días de siembra a floración F2 
 
Se realizó una prueba de bondad de ajuste a través del test de Kolmovorov – Smirnoff 
para comprobar que los resultados de los días de siembra a floración  se distribuyen 
normalmente  en ambas generaciones.  
Dn Max D∝ (0,05)  
Generación F1  0,0082  0,1016 
Generación F2  0,0067  0,1346 
De acuerdo a los resultados del test K-S se  acepta la hipótesis nula con un margen de 
error ∝ 0,05, de que los días de siembra a floración se distribuyen normalmente, como 
se esperaba. 
 
3.2 Evaluación fenotípica de la generación F y F para Psp  

Los resultados de  las evaluaciones realizadas en cada inoculación en las generaciones 
F1 y F2 se muestran en las Tablas 3.3 y 3.4 respectivamente. 
 
Resultados de la inoculación artificial con Psp generación F1 
 
 
 
*Cantidad de plantas por grado de resistencia 
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Can* % Can* % Can* %
Resistentes 13 10,2% 6 4,7% 16 12,6%
grado 1 4 3,1% 1 0,8% 5 3,9%
grado 2 9 7,1% 5 3,9% 11 8,7%
Intermedias 5 3,9% 13 10,2% 38 29,9%
grado 3 5 3,9% 13 10,2% 38 29,9%
Susceptibles 87 68,5% 86 67,7% 61 48,0%
grado 4 13 10,2% 12 9,4% 25 19,7%
grado 5 74 58,3% 74 58,3% 36 28,3%
No inoculadas** 22 17,3% 22 17,3% 0 0,0%
Perdida de hojas*** 0 0,0% 0 0,0% 12 9,4%
TOTAL 127 100,0% 127 100,0% 127 100,0%
INOCULACION 1 INOCULACION 2
Evaluaciones 1ª Eval. 2ª Eval.  Eval.
**No se inocularon porque aún no tenían las hojas opuestas 
expandidas. En el caso de la segunda inoculación el número de 
hojas sin inocular fue mayor porque las hojas opuestas estaban 
muy viejas. 
***Perdieron la hoja inoculada 
 
Tabla 3.4 Resultados de la inoculación artificial de Psp en la generación F2 
 
 
 
 
 
 
 
*Cantidad de plantas por grado de resistencia 
**no se inocularon porque aún no tenían hojas opuestas expandidas 
**perdieron la hoja inoculada 
 
Se puede apreciar que los resultados de las evaluaciones en ambas generaciones (Tablas 
3.3 y 3.4) fueron muy similares con unas pocas variaciones entre ellas, es decir que la 
frecuencia de líneas resistentes e intermedias fue considerablemente menor con respecto 
a las líneas susceptibles en todas las evaluaciones realizadas. En la generación F1 el 
número de individuos resistentes se mantuvo constante a través de las 2 inoculaciones 
(11 resistentes), mientras que en la generación F2 el número de plantas en esa categoría 
disminuyó en las primeras dos evaluaciones, de 13 individuos resistentes (1ra. 
Evaluación) paso a 6 (2da. Evaluación). En la generación F2 en la  última evaluación 
que corresponde a la inoculación 2, el número de individuos considerados como 
resistentes e intermedios fue mayor precisamente porque los síntomas observados en 
esta evaluación fueron muy distintos a los observados en las evaluaciones anteriores, ya 
que se observó un tipo de necrosis punteada de color marrón, la que se consideró como 
una reacción de defensa de hipersensibilidad (Figura 3.10).  
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La respuesta de defensa local o respuesta de hipersensibilidad, en altas concentraciones 
del patógeno, produce necrosis en la periferia del tejido infectado (Navarro and 
Zabaleta, 2002), por lo tanto posiblemente la concentración de bacterias presentes en las 
inoculaciones anteriores no fue suficiente para producir las cantidades necesarias de 
fitotoxinas que activen el mecanismo de resistencia. Por otra parte, Pseudomonas  
syringae produce dos tipo de fitotoxinas (siringomicina y siringopeptina) capaces de 
inducir necrosis en la los tejidos vegetales (Gross, 1991; Quigley and Gross, 1994; 
Vassilev et al., 1996; Navarro and Zabaleta, 2002) las cuales son más o menos activas 
dependiendo de su concentración  inicial en los tejidos de la planta, es decir, que si estas 
toxinas no se encuentran en las dosis necesaria, no se desarrolla la necrosis, y por tanto 
la planta no puede enviar las señales necesarias para producir la resistencia por 
hipersensibilidad. 
El aumento de individuos resistentes e intermedios en la generación F2 coincide con la 
presencia de hipersensibilidad observada en esa generación. Estos datos se observan 
gráficamente en la Figura 3.6, en la cual se incluyen los resultados de las ultimas 
evaluaciones de las generaciones F1 y F2, en donde se aprecia claramente que la 
frecuencia de líneas con grado 1 de infección  subió en una proporción muy pequeña en 
la F2, de 0 a 0,04 individuos con grado 1 y  de  0,06 a 0,10 en individuos con grado 2. El 
aumento de la frecuencia en los individuos con síntomas de resistencia intermedia 
(grado 3) fue más evidente, de 0,06 en la F1 a 0,33 en la F2.   
 
 
 
 
 
Figura 3.6 Evaluación fenotípica en grados de resistencia a Psp en la generación F1 y F2 
 
Al agrupar los individuos como resistentes, intermedios y susceptibles observamos que 
la distribución no se ajusta a la normalidad (Figura 3.7).  
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Figura 3.7 Evaluación fenotípica de resistencia a Psp en la generación F1 y F2 
 
Al igual que la Figura 3.6, esta última grafica nos indica que la proporción de 
individuos susceptibles en la F1 disminuyó en la generación F2, y aumentó la proporción 
de individuos intermedios en esta última generación. 
Además se observó que los pocos individuos reportados como resistentes en la F1  
dieron origen, en la mayoría de los casos, a individuos totalmente susceptibles o 
intermedios en la F2, y de la misma forma para algunos individuos susceptibles de la F1, 
dieron origen al menos a una línea resistente en la F2. Tomando en cuenta lo anterior, se  
agruparon todos los individuos de una generación en familias resistentes (RR), 
resistentes susceptibles (RS) y susceptible (SS) siguiendo el pedegree de cada uno de 
los progenitores. Es decir, se agruparon los individuos descendientes de un mismo cruce 
en familias, por ejemplo, del cruce de dos híbridos simples (605-1/839-1) se obtuvieron 
cuatro líneas, 05:1234-1 al 4, de los cuales murieron dos, y de las sobrevivientes (ambas 
susceptibles) una llegó a producir 5 descendientes, 2 susceptibles y 3 resistentes (Figura 
3.8), por lo tanto esta se consideró como una familia RS. 
 
  
 
 
 
 
Figura 3.8 Ejemplo de agrupación y clasificación por familias RS. 
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Al agrupar los individuos en familias se consideraron como resistentes las líneas con 
grados de infección del 1 al 3 y susceptibles las líneas con grados de infección 4 y 5.  
Las familias R fueron en las que sólo se observaron individuos resistentes, las familias 
RS fueron en las que se observaron individuos resistentes y susceptibles y en las 
familias S, únicamente  se presentaron individuos susceptibles.  
Se sabe que la resistencia a Psp es una resistencia raza-especifica y tal como la describe 
Fourie et al., (2004) esta resistencia esta conferida por un grupo estrecho (cluster) de 
genes que se denomina Pse-1 el cual incluye a su vez los genes Pse-1 Pse-7 y Pse-9 que 
confieren resistencia a las razas 1, 7 y 9. Por otro lado el gen Pse-4 que también se 
encuentra en el mismo grupo de ligamiento que los anteriores (B4) confiere resistencia a 
la raza 5 del patógeno. Estudios más recientes de Miklas et al., (2009) describen que la 
resistencia a las mismas razas 1, 7 y 9 está conferida por un sólo gen al que también 
denomina Pse-1 el cual se encuentra localizado en el grupo de ligamiento B10 y lo 
describe como un gen totalmente independiente al supuesto cluster Pse-1 descrito 
anteriormente por Fourie, et al., (2004). Por otro lado Miklas et al., (2009) también 
reportan que la resistencia a la raza 5 está condicionada por dos genes, el mismo gen 
Pse-1 de resistencia a las razas 1,7 y 9 y el gen independiente Pse-4, que confiere 
resistencia únicamente a la raza 5. En el ensayo las líneas fueron inoculadas con las 
razas 5 y 7, por lo tanto, al haber encontrado plantas completamente resistentes, 
significa que los genes Pse-1 y Pse-4 descritos previamente podrían estar presentes en 
la población, y que las líneas con resistencia intermedia únicamente podrían llevar uno 
de estos dos genes (Pse-1 ó Pse-4). Esto podría explicar la mayor proporción de líneas 
intermedias encontradas en la generación  F2. 
Por estas razones, al hacer la agrupación en familia de individuos, las familias R 
llevarían ambos genes de resistencia, las familias RS tendrían uno de estos dos genes 
mientras que las familias S no poseen ningún gen de resistencia (Figura 3.9). 
De acuerdo a la proporción de individuos resistentes en la F1 es posible que el gen Pse-4 
sea un gen recesivo, lo cual indica que en las líneas que llevan el gen Pse-1 y sean 
heterocigotas para el gen Pse-4 se observará fenotípicamente una resistencia intermedia, 
debido a que, estas serían parcialmente susceptibles a la raza 5, mientras que las líneas 
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que únicamente lleven el gen Pse-4 en homocigosis, y que no lleven el gen Pse-1 
fenotípicamente serian susceptibles en este caso a la raza 7. 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.9 Agrupación de familias F1 y F2 en resistentes (R), resistentes susceptibles 
(RS) y susceptibles (S). 
 
La reacción de hipersensibilidad  de la que ya se hizo mención anteriormente se observó 
específicamente en el limbo de las hojas inoculadas, paralela a las nervaduras de la hoja. 
Este tipo de reacción se agrupó en tres categorías: reducida, moderada y concentrada; de 
acuerdo a la intensidad con la que se desarrollo en la hoja. (Figura 26). 
 
 
 
 
 
en plantas inoculadas con Psp en la generación F2. A = necrosis reducida, sólo en 
algunas venas se observó necrosis; B = necrosis moderada, los puntos necróticos 
estaban presentes en casi todo el limbo pero de una forma dispersa  y  C = necrosis 
concentrada punteada, los puntos estaban presentes en todo el limbo y se agrupaban 
formando largas manchas necróticas paralelas a las nervaduras 
 
Esta reacción de hipersensibilidad sólo se observo en la generación F2 en una frecuencia 
de 0,37 individuos con hipersensibilidad (HR+) del total de la población y el resto de 
individuos inoculados no presentó este tipo de síntomas (Figura 3.11 A). La proporción 
de individuos con HR+ reducida fue menor en relación con la proporción de HR+ 
moderada, y se observó tanto en individuos susceptibles como resistentes e intermedios 
(Figura 3.11 B). Los individuos con HR+ moderadas se observaron en líneas resistentes 
  
 Figura 3.10 Diferentes grados de necrosis punteada como reacción de hipersensibilidad 
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y en mayor proporción en líneas con resistencia parcial, pero no así en líneas 
susceptibles. Por otra parte las líneas con HR+ concentrada únicamente la manifestaron 
las plantas resistentes. 
 
 
 
 
Figura 3.11 Presencia y distribución de hipersensibilidad en la generación F2. 
A. Proporción de individuos con presencia (HR+) y ausencia (HR-) de necrosis marrón 
punteada en la generación F2. B. Distribución de individuos con HR+ (reducida, 
moderada y concentrada) entre los individuos resistentes, susceptibles y con resistencia 
parcial. 
 
Otro dato complementario a las evaluaciones de Psp en las generaciones F1 y F2 fue la 
presencia de un tipo de necrosis seca en la base del pedúnculo de las hojas opuestas 
inoculadas de las plantas resistentes (grado 1-3), que posteriormente  redujo el diámetro 
del pedúnculo hasta ocasionar la caída de la hoja (Figura 3.12). 
 
 
 
 
Figura 3.12 Síntomas de necrosis en el pedúnculo en las generaciones F1 y F2. 
A. Hojas opuestas de la línea SC-1149-09 de la generación F1, la hoja  del lado 
izquierdo fue inoculada con las razas 5 y 7 de Psp y muestra necrosis en la base 
de pedúnculo, mientas que la foto del lado derecho muestra la segunda hoja de la 
misma línea que no fue inoculada, por lo tanto no muestra esta reacción. B. El 
mismo fenómeno se manifiesta en la línea SA-1206 de la generación F2, la hoja 
inclinada hacia abajo muestra la necrosis en el pedúnculo mientras que la 
segunda hoja opuesta está en una posición normal. 
 
3.3 Evaluación fenotípica de la generación F y F para Xcp 

Los resultados de las evaluaciones de resistencia fenotípica para la bacteriosis común 
(Xcp) en las generaciones F1 y F2 se  presentan en las Tablas 3.5 y 3.6. 
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Can* % Can* % Can* % Can* %
Resistentes 66 33,7% 9 4,6% 4 2,0% 5 2,6%
grado 1 26 13,3% 2 1,0% 1 0,5% 1 0,5%
grado 2 8 4,1% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
grado 3 32 16,3% 7 3,6% 3 1,5% 4 2,0%
Intermedias 37 18,9% 20 10,2% 8 4,1% 9 4,6%
grado 4 13 6,6% 6 3,1% 1 0,5% 1 0,5%
grado 5 10 5,1% 3 1,5% 2 1,0% 0 0,0%
grado 6 14 7,1% 11 5,6% 5 2,6% 8 4,1%
Susceptibles 55 28,1% 121 61,7% 134 68,4% 167 85,2%
grado 7 52 26,5% 38 19,4% 12 6,1% 8 4,1%
grado 8 3 1,5% 25 12,8% 9 4,6% 51 26,0%
grado 9 0 0,0% 58 29,6% 113 57,7% 108 55,1%
No inoculadas** 38 19,4% 38 19,4% 38 19,4% 3 1,5%
Pérdida de hojas*** 0 0,0% 8 4,1% 12 6,1% 12 6,1%
TOTAL 196 100,0% 196 100,0% 196 100,0% 196 100,0%
INOCULACION 1 INOCULACION 2
Evaluaciones 1ª Eval. 2ª Eval. 3ª Eval. Eval
     
Evaluaciones
Can* % Can* % Can* %
Resistentes 21 16,9% 10 8,1% 5 4,0%
grado 1 6 4,8% 3 2,4% 2 1,6%
grado 2 6 4,8% 1 0,8% 0 0,0%
grado 3 9 7,3% 6 4,8% 3 2,4%
Intermedias 20 16,1% 11 8,9% 13 10,5%
grado 4 8 6,5% 3 2,4% 3 2,4%
grado 5 2 1,6% 4 3,2% 5 4,0%
grado 6 10 8,1% 4 3,2% 5 4,0%
Susceptibles 80 64,5% 100 80,6% 103 83,1%
grado 7 28 22,6% 13 10,5% 2 1,6%
grado 8 25 20,2% 22 17,7% 6 4,8%
grado 9 27 21,8% 65 52,4% 95 76,6%
No inoculadas** 3 2,4% 3 2,4% 3 2,4%
Pérdida de hojas*** 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
      
124 100,0% 124 100,0% 124 100,0%
1ª Eval. 2ª Eval. 3ª Eval.
UNICA INOCULACION
Tabla 3.5 Resultados de la inoculación con la bacteria Xcp generación F1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*Cantidad de plantas por grado de resistencia   
**No se inocularon porque aún no tenían trifolios 
***Perdieron las hojas inoculadas por eso no se continuó evaluando 
 
 
Resultados de la inoculación con la bacteria Xcp generación F2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*Cantidad de plantas por grado de resistencia 
**No se inocularon porque aún no tenían trifolios 
**Perdieron las hojas inoculadas por eso no se continuó evaluando 
 
En las tablas anteriores se observa que en las primeras evaluaciones el número de 
individuos resistentes fue mayor que en la últimas evaluaciones, lo que era esperable ya 
que se tiene previo conocimiento de que la resistencia disminuye con la edad de la 
planta y que varia con el tipo de órgano inoculado (hoja o vaina) (Aggour et al., 1988; 
Aggour and Coyne, 1989; Arnaud-Santana et al., 1994; Ariyarathne et al., 1995; Jung et 
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al., 1995). En este ensayo se consideraron como líneas totalmente resistentes aquellas 
que permanecieron limpias hasta una edad muy avanzada de la planta, es decir, las que 
aún se mantuvieron libres de síntomas en la última evaluación (Figura 30. A, C, E y F). 
De esta forma las líneas resistentes representaron un pequeño porcentaje del total de la 
población evaluada, apenas el 2% resistente y 4,5 % intermedias en la F1. En la 
generación F2 los resultados fueron similares aunque relativamente superior a los que se 
encontraron en la generación F1, 4% de resistentes y 10,5% de líneas intermedias (Tabla 
3.5 y 3.6). 
En la gráfica de las ultimas evaluaciones de cada generación (Figura 3.12) se aprecia 
que la resistencia en ambas poblaciones fue casi inexistente, apenas se observó una sola 
línea que se mantuvo como resistente grado 1 casi hasta el final del ciclo en la F1, 
(Tabla 3.5). Un comportamiento casi idéntico se observo en la F2. En la Figura 3.13 
también se observa que el parental 1 (P1) Wilkinson-2 fue el único de los cuatro 
parentales que se comportó como resistente grado 1 tanto en la generación F1 como F2. 
 
 
 
 
Figura 3.13 Evaluación por grados de resistencia de las generaciones F1 y F2 
 
Considerando que únicamente se tiene un parental resistente dentro de los cuatro que se 
usaron en el cruce doble y que en algunos casos se han reportado valores bajos de 
heredabilidad de la resistencia (Arnaud-Santana et al., 1989; 1992; 1994), no podíamos 
esperar un número de líneas resistentes muy alto. Además el mecanismo de resistencia 
de Xanthomonas es sumamente complejo en comparación con otras enfermedades, 
anteriormente se había reportado como una resistencia monogénica controlada por un 
único gen recesivo (Adams et al., 1988; Silva et al., 1989), pero otros autores 
encontraron que dependía de, entre uno y cinco genes con efectos dominantes y aditivos 
(Drijfhout and Blok, 1987; Freytag, 1989; Silva et al., 1989; Arnaud-Santana et al., 
1994; Dursun et al., 1996; Eskridge and Coyne, 1996). Además también existen  
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estudios que revelan la existencia de entre uno a seis QTLs que condicionan la 
resistencia a esta bacteria (Nodari et al., 1993b; Jung et al., 1996; MIklas et al., 1996; 
Miklas et al., 2000a; Miklas et al., 2003). También es importante considerar que en este 
ensayo se inoculó con una mezcla de cuatro aislados de Xcp (241, 260, 326 y 410). 
Tomando en cuenta los factores mencionados es justificable que la frecuencia de líneas 
resistentes sea demasiado baja, sin embargo el parental resistente (Wilkinson-2) se 
observó altamente resistente a los cuatro aislados, lo cual indica que es portador de los 
genes o QTLs que codifican la resistencia para estos cuatro aislados, es decir que los 
individuos que se comportaron como resistentes hasta el final del ciclo llevan la dosis 
necesaria de genes que le confieren dicha resistencia, las cuales provienen únicamente 
de Wilkinson-2. Por lo tanto al ser una resistencia cuantitativa y sólo un parental 
resistente resulta sumamente difícil reunir la dosis génica necesaria en una sola línea 
que le confiera resistencia a los cuatro aislados. 
 
 
 
 
 
                                                                               
 
                                                                                        A. Línea F1 SC-1315 (05:1492) 
resistente grado 1 (la única de las líneas con grado 1 de la generación F1); B. Parental 
resistente Wilkinson-2 sembrado en la generación F1; C. Línea F1 SC-1295 (05:1414-4) 
resistente intermedio grado 3; D. Línea F1 SC-1193 (05:1223-3) susceptible grado 9; E. 
Línea F2 SA-1206 ( 05:1485-6-1) resistente grado 1; F. Parental resistente Wilkinson-2 
sembrado en la generación F2; G. Testigo susceptible Ica Pijao sembrado en la 
generación F2; H. Testigo susceptible Common Pinto sembrado en la generación F2. 
 
Por otra parte se agruparon todos los individuos de ambas generaciones en familias 
resistentes (R), resistentes susceptibles (RS) y susceptibles (S) de la misma forma que 
se agruparon para Psp, pero esta vez el comportamiento no cambió como en el caso de 

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Figura 3.14 Genotipos resistentes y susceptibles a Xcp. 
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Psp, es decir que la misma tendencia se observa al agruparlos por grados de resistencia 
(Figura 3.13), en categorías (Figura 3.14 A) y en familias (Figura 3.14 B). 
 
 
 
 
 
 
 F1 F2.  A. agrupados en categorías de resistentes, intermedios y susceptibles; y  B. 
agrupados en familias R, RS y S. 
 
 
Frecuencias de los genotipos resistentes y susceptibles de las generaciones F1 y F2.1 
 
3.4 Segregación Marcadores SCAR 

3.4.1 SCAR Antracnosis  

La lectura de los marcadores para antracnosis en los cuatro parentales y en la progenie 
F1 se presenta en la Tabla 3.7. 
 
Tabla 3.7 Segregación SCARs antracnosis 
 
 
 
 
 
 
*P1 = Wilkinson-2, P2 = PHA-0219-06, P3 = A493, P4 = PHA 0704-01, + 
= presencia de banda, WX)"! 
 
Figura 3.15 Frecuencias de los genotipos resistentes y susceptibles de las generaciones 
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De los nueve SCARs para antracnosis amplificados que se utilizaron para identificar las 
posibles líneas resistentes en la F1 únicamente cuatro de ellos fueron de utilidad, es 
decir sólo en cuatro marcadores se detectó polimórfismo en los cuatro parentales y en 
las líneas F1, los cuales fueron el SC8, SZ20, SB12 y SF10, todos estos ligados a 
diferentes genes de resistencia. El SC08 amplificó en tres de los parentales (Figura 3.15) 
y su segregación en la F1, de acuerdo a la presencia y ausencia de bandas, fue de 122 
individuos positivos y 72 individuos negativos lo que equivale a una proporción 
aproximada 2:1 (Tabla 3.7).  
 
 
 
descendencia, los números corresponden de a: 1 = TO (control 
+), 2 = Common pinto (control -), 3 = Wilkinson-2 (P1), 4 = 
PHA-0219-06 (P2), 5 = A493 (P3) y 6 = PHA-0704-01 (P4). 
Las letras a, b, c, en adelante corresponden a la descendencia F1. 
 
Dado que este SCAR fue positivo en tres de los parentales, entonces se esperaría que 
toda la descendencia hubiera dado positivo a la banda, sabiendo que el marcador y el 
gen Co-4 son dominantes y considerando que los cuatro parentales son líneas puras, 
esto significaría que los tres parentales positivos serían homocigotos dominantes para 
este gen. De esta forma se tendría que haber observado banda en toda la descendencia, 
lo cual no fue así. Por lo tanto la segregación observada sugiere que los parentales son 
heterocigotos para el gen Co-4 (Figura 3.16), de esta forma al hacer la prueba de chi 
cuadrado se obtiene que no hay diferencia entre las segregación observada con la 
esperada con este modelo (Tabla 3.8). 
Por otra parte es posible que este marcador al encontrarse a una distancia muy grande 
del gen Co-4 (30,8 cM) y a su vez en una región de recombinación del 8,7% (Arruda et 
al., 2000) pudiera tener cierta desviación a la hora de ser amplificado en la generación 
F1 es decir que los resultados obtenidos a través de este marcador podrían no ser muy 
fiables.  
Sin embargo los resultados del SC08 se contradicen con  el resultado del SCAR Y20 en 
el que no se observó su presencia entre los parentales. Los estudios de Arruda et al., 
?68	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Figura 3.16 Amplificación del SC08 en los parentales y su
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(2000) indican que este marcador se encuentra ubicado en una fracción de 
recombinación de 0,0% y  a una distancia de 0,0 cM del  gen Co-4, es decir que se 
encuentra 100% ligado a este gen de resistencia. Por lo tanto se podría decir que este 
gen no se encuentra presente en los parentales ni en su descendencia, puesto que ambos 
resultados son contradictorios, ya que el marcador SY20 ofrece unos resultados más 
fiables con respecto al gen Co-4 que el marcador SC08. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.17 Esquema de la segregación propuesta para el SC08 
 
El SZ20 es otro de los cuatro SCARs que amplificó muy bien en los parentales P2 
(PHA-0219-06)  y P4 (PHA-0704-01) y también en la descendencia F1 (Figura 3.17). Su 
segregación en la descendencia F1 se evaluó de acuerdo a la presencia y ausencia de 
banda, por lo tanto se observó una segregación de 103 individuos positivos y 93 
individuos negativos, equivalente a una proporción de 1:1 (Tabla 3.7). 
 
 
 
 
descendencia F1. 0 = Lambda DNA/EcoRI+HindIII Marker, 3, 1 = 
AB136 (control +), 2 = Common pinto (control -), 3 = P1, 4 = P2, 5 
= P3, 6 = P4 y de 7 a 10 en adelante = descendencia F1. 
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Figura 3.18 Amplificación del SZ20 en los parentales y su 
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En este caso al igual que con el marcador anterior no coincide la segregación observada 
con la esperada, puesto que al haber dos parentales positivos y al ser el Co-6 un gen 
dominante se esperaría una proporción genotípica de 1:2:1 de homocigotos dominantes, 
heterocigotos y homocigotos recesivos y fenotípicamente una proporción de 3 positivos 
:1 negativo (Figura 3.18). Los resultados de la prueba de chi cuadrado para este 
marcador indican una muy alta diferencia significativa entre ambas proporciones. 
 
 
 
 
Figura 3.19 Esquema de la segregación propuesta para el SZ20 

De acuerdo con Alzate-Marin et al., (2000) el SZ20 se mapeó inicialmente en una 
población descendiente del cruce entre el cultivar resistente AB 136 y el susceptible 
Rudá. Posteriormente se reportó su presencia en la línea de mejora Catrachita, derivada 
de AB 136 (Young and Kelly, 1996), ambas de origen mesoamericano. En nuestro caso, 
este marcador amplifico únicamente en los parentales recombinantes de origen español, 
las cuales no se han originado de ninguno de los germoplasmas antes mencionados. Por 
lo tanto, resulta contradictorio encontrar banda únicamente en estos parentales y no en 
los de origen mesoamericano como Wilkinson-2 y A 493. Para confirmar que estas 
bandas indican la presencia del mismo gen Co-6 que se ha reportado en los cultivares 
AB 136 y Catrachita sería necesario hacer inoculaciones con la raza 89 a la que son 
resistentes estos cultivares. 
 
Otro SCAR  que dió resultados positivos fue el SB12 el cual se observó la presencia  
únicamente en uno de los parentales, el P3 (A493) y por consiguiente en la generación 
descendiente (Figura 3.19 A). La segregación de este marcador en la generación  F1 fue 
evaluada de acuerdo a la presencia y ausencia de banda (Figura 3.19 B), dando como 
resultado 66 individuos positivos y 130 individuos negativos lo cual es equivalente a 
una proporción 1:2 (Tabla 3.7). 
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Figura 3.19 Amplificación del SB12.  A. Parentales, 0 = Lambda 
DNA/EcoRI+HindIII Marker, 3, 1 = BAT 93 (control +), 2 = Cornell 
(control -), 3 = P1, 4 = P2, 5 = P3, 6 = P4. B. Descendencia F1 de la 7 a la 
14 adelante. 
 
De acuerdo a los resultados de la prueba de chi cuadrado (Tabla 3.8) no se logró 
relacionar la segregación observada con la esperada. Teniendo en cuenta que, tanto el 
marcador como el gen se comportan de manera dominante se esperaba una segregación 
1:1 (Figura 3.20).  Puesto que el parental A493 únicamente amplificó banda con este 
marcador (de los nueve utilizados para Ant), es posible que no disponga de otro gen de 
resistencia a antracnosis que no sea el Co-9, tal como lo reporta Méndez de Vigo et al., 
(2002).   
Por otra parte el SB12 es un marcador que se encuentra localizado a una distancia 
próxima (2,9 cM) del gen Co-9 (2,9 cM lo cual nos da plena confianza de que este gen 
se transfirió exitosamente a la descendencia F1. 
 
 
 
Figura 3.21 Esquema de la segregación propuesta para el SB12 
 
El cuarto SCAR que dió resultados favorables dentro de la población fue el SF10 que 
amplificó banda en dos de los cuatro parentales, lo mismo en los que amplificó el SZ20 
(Figura 3.21), estos son el P2 (PHA-0219-06) y P4 (PHA-0704-01) y por consiguiente 
su descendencia F1 (Figura 3.21), en la cual se observó una segregación de 162 y 63 
individuos positivos y negativos respectivamente, que equivale a una proporción 3:2 
(Tabla 3.7).  
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igura 3.20 Amplificación del SCAR SB12. 
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descendencia F1. 0 = Lambda DNA/EcoRI+HindIII Marker, 3, 1 = 
Oruro negro (control +), 2 = Common pinto (control -), 3 = P1, 4 = P2, 
5 = P3, 6 = P4, 7 al 15 = líneas F1. 
 
Esta segregación observada sugiere que uno de los parentales lleva el gen Co-10 en 
heterocigosis, de esta forma se esperaría tener una segregación 5:3 (Figura 3.22), que al 
hacer la prueba de chi cuadrado con la segregación observada (3:2) no se observa 
diferencia significativa entre ambas segregaciones (Tabla 3.8). 
Resulta interesante observar que este marcador haya amplificado únicamente en los 
parentales recombinantes locales, a pesar de que se ha sugerido su uso en poblaciones 
en las que se haya introducido el gen Co-10 a partir de la variedad resistente  de origen 
Mesoamericano Ouro Negro  (Corrêa et al., 2000; Faleiro et al., 2000; Alzate-Marin et 
al., 2003). Puesto que Ouro Negro es resistente a las razas 73, 81 y 89 será necesario la 
inoculación artificial y la evaluación fenotípica con estas razas para confirmar que el 
gen Co-10 es el mismo que codifica la resistencia en el cultivar Ouro Negro. 
  
 
 
 
Figura 3.23 Esquema de la segregación propuesta para el SF10 
 
En cuanto a los otros cinco marcadores, el SZ04 asociado al gen Co-6 no presentó 
polimorfismo entre los padres ni en la descendencia F1 (Figura 3.23). Por otra parte, el 
SBB14 que es un marcador codominante, el cual ya se mencionó anteriormente que 
amplifica dos bandas, en nuestro caso solamente el control positivo dio la banda de 
1150 bp mientras que en el resto incluyendo parentales y descendencia F1 sólo se 
	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Figura 3.22 Amplificación del SF10 en los parentales y en su 
descendencia F . 
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observó la banda de 1050 bp (Figura 3.24). Los marcadores SH18, SAS13 y SY20 no 
amplificaron en los parentales (Tabla 3.7 y Figura 3.25 A, B y C).   
 
 
 
 
                                                       0 = Lambda DNA/EcoRI 
+HindIII Marker, 3, 1 = AB136 (control +), 2 = Common pinto 
(control -), 3 = P1, 4 = P2, 5 = P3, 6 = P4 y 7 en adelante = 
descendencia F1. 
 
 
 
 
 
 
                                                               0 = Lambda DNA/EcoRI+HindIII Marker, 3, 1 = 
SEL 1308 (control +) banda de 1150 bp, 2 = TO (control -) banda de 1050 bp, 3 = P1, 4 
= P2, 5 = P3, 6 = P4 y 7 en adelante = descendencia F1, todos con banda de 1050 bp. 
 
los marcadores SH18, SAS13 y SY20.   A. SH18. 1 = 
SEL1308 (control +), 2 = Common pinto (control -), 
3 = P1, 4 = P2, 5 = P3, y  6 = P4; B. SAS13.  a y g = 
TO (control +), b y h = Common pinto (control –), c e 
i = P1, d y j = P2, e y k = P3, f y l = P4; C. SY20. I = 
AB136 (control +), II = Common pinto (control -), III 
= P1, IV = P2, V = P3 y VI = P4. En los tres geles el 0 = Lambda DNA/EcoRI+HindIII 
Marker, 3 
 
Los resultados de los marcadores SH18, SAS13, y SBB14 indican claramente  que no se 
encuentra presente el alelo Co-42 de resistencia a antracnosis en ninguno de los cuatro 
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Figura 3.24 Amplificación del  SZ04. 
 Figura 3.25 Amplificación del SBB14.
Figura 3.26 Análisis del producto de la PCR para 
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parentales y en consecuencia en su descendencia. Es importante hacer hincapié en la 
lectura del marcador SBB14. De acuerdo con Awale y Kelly (2001) el SCAR SBB14 al 
ser un marcador codominante que amplifica una banda de 1050 bp de altura en los 
materiales susceptibles, es decir los que no llevan el alelo Co-42, amplifica también una 
banda de 1150 bp en los materiales resistentes es decir los que llevan el alelo Co-42, por 
lo tanto su evaluación no es simplemente por presencia y ausencia de banda. Eso 
explicaría que en nuestros materiales sólo se haya encontrado la presencia de la banda 
de 1050 a excepción del control resistente SEL 1308. 
En cuanto al SCAR Z04 ligado al gen Co-6 se sabe previamente que el marcador  
RAPD (OPZ04) que le dio origen se identificó en poblaciones derivadas del cruce entre 
AB136 cultivar resistente por Michelite y México 222 ambos cultivares susceptibles 
(Alzate-Marin et al., 1999). De acuerdo con este autor, es posible que un marcador al 
ser detectado en una población que lleva la resistencia específica de un parental no sea 
necesariamente polimórfico en otras poblaciones, como es nuestro caso en el que no se 
encontró polimorfismo entre nuestros parentales, en los cuales no hay ninguno que 
provenga de AB136 o de alguna línea derivada de este. Resultados parecidos se han 
obtenido también por Manzate-Marin et al., (1999) al no encontrar polimorfismo en 
cruces entre AB136 y Michelite con el marcador OAH1 detectado previamente por 
Young y Kelly (1997), y los obtenidos por Alzate-Marin et al., (2000) con el mismo 
marcador OPZ04 en cruces entre Rudá y AB136. Este marcador también ha sido 
detectado en el cultivar Catrachita, derivado de AB136 por lo tanto se ha sugerido su 
uso  en cruces con este material (Alzate-Marin et al., 1999). 
Tabla 3.8 Prueba de chi cuadrado para los marcadores de antracnosis presentes en los 
parentales y en su descendencia F1 
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3.4.2 SCAR BCMV/BCMNV 

Los resultados obtenidos en los parentales y su descendencia F1 para los SCAR de 
resistencia a la virosis del mosaico común y necrótico (BCMV/BCMNV) se presentan 
en la Tabla 3.9. 
 
Tabla 3.9 Segregación SCAR BCMV/BCMNV 
 
*P1 = Wilkinson-2, P2 = PHA-0219-06, P3 = A493, P4 = PHA 0704-01, + = 
presencia de banda, WX)"! 
 
Los tres SCARs utilizados para detectar la presencia de los genes de resistencia a 
BCMV/BCMNV amplificaron para al menos uno de los parentales involucrados. Para el 
caso del SW13 únicamente se detectó en el parental Wilkinson-2 y de acuerdo a la 
evaluación de presencia y ausencia de banda se obtuvieron 94 individuos positivos y 
102 negativos equivalente a una proporción aproximada de 1:1 (Figura 2.26). 
 
 
 
 
 
 
                                                      0 = Lambda DNA/EcoRI+HindIII 
Marker, 3, 1 = Alert (control +), 2 = Almonga (control -), 3 = P1, 4 = P2, 
5 = P3, 6 = P4 y 7 en adelante = descendencia F1.  
 
Los resultados de este marcador confirman la presencia del gen I en el parental 
resistente Wilkinson-2 y por consiguiente, su transferencia a la generación F1. De 
acuerdo con la prueba de chi cuadrado (Tabla 3.10) no existe diferencia significativa 
entre la segregación observada con la esperada de acuerdo al modelo de un gen 
dominante en homocigocis (Figura 3.27).  

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Figura 3.27 Amplificación del SW13. 
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Figura 3.28 Esquema de la segregación propuesto para el SW13 

La presencia del gen I es un dato muy importante para este programa de mejora, puesto 
que se ha reportado previamente la existencia de cierto tipo de ligamiento estrecho entre 
el gen I y el gen Pse-3 que condiciona la resistencia por hipersensibilidad a las razas 3 y 
4 de Pseudomonas, y para el cual no se han reportado marcadores específicos ligados a 
este gen. Además el SW13 se ha llegado a detectar a cortas distancias del gen I (1,0 ± 
0,7 cM en poblaciones N84004/Michelite) y  se ha comprobado que la presencia y 
ausencia del SCAR corresponden a la presencia o ausencia del gen I en genotipos tanto 
de origen Mesoamericano como Andino (Singh et al., 1991a). Considerando el 
ligamiento entre ambos genes (gen I/Pse-3) y la efectividad y aplicabilidad del 
marcador SW13 en genotipos de ambos acervos, se podría llegar a confiar en que el gen 
Pse-3 se encuentra presente en nuestra población, y podría estar relacionado en cierta 
parte con la hipersensibilidad observada en la evaluación de Psp. 
 
Por otro lado, la amplificación del ROC11 fue un caso extraño que dió lugar a dudas de 
su utilidad como marcador en nuestro cruce. En la literatura generalmente este marcador 
se reporta como codominante ligado en repulsión con el gen recesivo bc-3 (banda de 
420 bp) (Johnson et al., 1997; Blair et al., 2007a; Miklas and Singh, 2007), pero al ser 
analizado en geles de agarosa al 1,5% se observó lo contrario, es decir que los que 
tenían que estar ausentes de banda la presentaban, y viceversa. Al utilizar el marcador 
GeneRuler 100 bp Ladder para medir con mas certeza la altura de las bandas 
amplificadas se observó que no tenía la altura de 420 bp, característica de la banda en 
repulsión, su altura estaba entre 300 y 310 bp, lo cual era más próxima a la altura de la 
banda en acoplamiento (350 bp). Por lo tanto es posible que las bandas observadas 
correspondan a la banda en acoplamiento, lo cual indicaría la presencia del gen bc-3 en 
los tres parentales. En la descendencia F1 se encontraron 90 individuos positivos y 10 
negativos equivalente a una proporción de 9:1, la cual es altamente significativa en 
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comparación con la segregación del modelo de un gen recesivo (Tabla 3.10). Es 
importante resaltar que el ROC11 es un marcador desarrollado en una población de 
origen Mesoamericano y no se ha estudiado a fondo su utilidad en poblaciones 
descendientes de cruces Mesoamericano/Recombinantes europeos. Además, algunos 
autores han sugerido que el ROC11 puede ser de mayor utilidad en la selección de 
líneas avanzadas, por ejemplo líneas F5 en las que se haya fijado el gen bc-3 y se quiera 
determinar si aún continúan segregando para este gen, especialmente en programas en 
los que se quiera introducir el bc-3 a partir de un donante Mesoamericano a un receptor 
Andino (Johnson et al., 1997; Blair et al., 2007a). 
 
 
 
 
 
 
                                                                 A. 1 y 8 = GeneRuler 100 bp Ladder, 2 = Beryl 
(control -), 3 = Beluga, 4 = P1, 5 = P2, 6 = P3 y 7 = P4. B. Amplificación del ROC11 en 
la descendencia F1. 1 y 12 = GeneRuler 100 bp Ladder, 2 al 11 = Líneas F1. En ambos 
geles 0 = Lambda DNA/EcoRI+HindIII Marker, 3. 
 
Con respecto al SBD5 se observó que este se encuentra presente en tres parentales P1 
(Wilkinson-2), P2 (PHA-0210-06) y P4 (PHA- 0704.01) (Figura 3.29). La segregación 
observada en la descendencia fue de 47 y 53 individuos positivos (presencia de banda) y 
negativos (ausencia de banda), respectivamente, equivalente a una proporción 1:1 
(Tabla 3.9). 
 
 
 
                                                                A. 1 = Dorada de Aragón (control 
+), 2 = Common Pinto (control -), 3 = P4, 4 = P3, 5 = P2, 6 = P1 y  en B. 
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 Figura 3.29 Amplificación del ROC 11.
Figura 3.30 Amplificación del SBD5.
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Figura 3.31 Esquema de la segregación propuesto para el SBD5. 
 
De acuerdo con la prueba de chi cuadrado (Tabla 3.10) no hay diferencia significativa 
entre los valores de la segregación observada con los valores esperados en base al 
modelo de un gen recesivo (Figura 3.30), caso del bc-12 el cual está ligado el SBD5. 
Teóricamente las líneas que lleven este gen serán resistentes a cuatro patogrupos de 
BCMV (PG-1, 2, y 5) y a uno de BCMNV (PG-3) (Drijfhout et al., 1978), pero,  al 
haber presencia de otros genes de resistencia en las líneas los resultados pueden ser 
distintos. Así la acción de este gen se verá enmascarada al combinarse con los genes bc-
22 y bc-3, es decir que hay efectos epistaticos entre la mayoría de genes que codifican 
resistencia a BCMV/BCMNV. En el caso del gen I este confiere resistencia  a todas las 
cepas de BCMV que existen, y al inocular las líneas con cepas de BCMNV produce una 
reacción de defensa de necrosis letal o hipersensibilidad letal, mientras que en las líneas 
que llevan este gen en combinación con bc-1, bc-12 y bc-22 la necrosis letal será 
reducida a una necrosis local o pequeñas lesiones, y las líneas que tengan una 
combinación gen I/bc-3 no presentaran ningún tipo de síntomas (inmunidad) puesto que 
el gen bc-3 enmascara la acción del gen I (Haley et al., 1994; Kelly, 1995; Melotto et 
al., 1996; Johnson et al., 1997; Kelly, 1997; Miklas et al., 2000b; Kelly et al., 2003). 
Fenotípicamente no sabemos cuál fue el comportamiento de las líneas ante ambas cepas 
de virus porque no se realizó ninguna inoculación para virosis, pero al tener 
conocimiento de que genes están presentes en cada una de las líneas de acuerdo a los 
resultados de estos marcadores se sabrá que líneas nos interesa seleccionar y que 
sintomatología se puede esperar en la siguiente generación. 
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Tabla 3.10Prueba de chi cuadrado SCAR BCMV/BCMNV 
 
 
*Segregación esperada en base al screening de los parentales 
 
3.4.3 SCAR Psp y Xcp 

En la Tabla 3.11 se resumen los resultados del cribado de los cuatro padres y la 
segregación en su descendencia F1 para el marcador SB10 de Psp y los cuatro 
marcadores utilizados para comprobar la resistencia a Xcp. 
 
Tabla 3.11 Segregación SCAR Pseudomonas y Xanthomonas 
 
 
*P1 = 
Wilkinson-2, P2 = PHA-0219-06, P3 = A493, P4 = PHA 0704-01, + = presencia de 
banda, WX)"! 
 
El SB10 fue amplificado en principio en los cuatro parentales y en sus respectivos 
controles positivo y negativo, Guatemala 96-B y Common pinto, respectivamente, no 
encontrándose ningún tipo de polimorfismo. Se realizaron varias reacciones de PCR 
utilizando incluso otros controles reportados por Fourie et al., (2004) como resistentes y 
susceptibles  y los resultados fueron los mismos. Por otra parte se observó el mismo 
resultado con este SCAR en la descendencia F1 (Figura 3.31). 
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                                                               0 = Lambda DNA/EcoRI+HindIII Marker, 3, 1 = 
Guatemala 196-B (resistente), 2 = A 43 (resistente), 3 = A 53 (resistente), 4 = Edmun 
(resistente), 5 = Jules (intermedio), 6 = Otello (resistente), 7 = Tendergreen (resistente), 
8 = Common Pinto (susceptible), 9 = Ica Pijao (susceptible), 10 = P1 (resistente), 11 = 
P2, 12= P3, 13 = P4 y 14 a 19 son líneas descendientes F1. 
 
Con respecto a los SCAR para Xcp el BC420 fue positivo en uno de los cuatro 
parentales el P1 (Wilkinson-2) y presentó una segregación en la descendencia F1 de 43 
líneas positivas y 57 negativas, lo cual es equivalente a una proporción de 2:3 (Tabla 
3.11). Se pretendió usar como control positivo de este SCAR el cultivar Vax 3 utilizado 
como control resistente en las inoculaciones de campo, pero no se observó la presencia 
de banda al ser analizado con el BC420 (Figura 3.32 A y B). Por otra parte en el gel 
donde se utilizó el cultivar Common Pinto como control negativo se observaron dos 
bandas por arriba de la altura especifica de este marcador (Figura 3.32.B).  
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                 A. Cribado del los parentales con el BC420. 1 y 
6 = Vax 3 (control resistente), 2 y 7= P1  (resistente), 3 y 8 = P2, 4 y 9 = P3,  5 y 10= 
P4. B. Amplificación del BC420 en los parentales y  en su descendencia F1. 1 = Vax 3 
(resistente), 2 = Common Pinto (control susceptible), 3 = P1 (resistente), 4 = P2, 5 = P3, 
6 = P4, 7 a 16 = descendencia F1. En ambos geles la columna 0 = Lambda 
DNA/EcoRI+HindIII Marker, 3. 
 
Por su parte con el SCAR BAC6 únicamente se observó ausencia de banda en el 
parental 1 (Figura 3.34) o Wilkinson-2, el único parental del que se pudo comprobar 
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Figura 3.32 Amplificación del SB10. 
Figura 3.33 Amplificación del BC420.
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fenotípicamente su resistencia en las inoculaciones en el invernadero. En la evaluación 
de presencia y ausencia de bandas se obtuvieron 74 líneas positivas y 26 negativas, lo 
cual equivale a una proporción de 3:1 (Tabla 3.11). 
 
 
 
 
 
                                                                                                    0 = 
Lambda DNA/EcoRI+HindIII Marker, 3, 1 y 7 = Vax3 (cultivar 
resistente), 2 y 8 = Ica Pijao (cultivar susceptible), 3 y 9 = P1 
(resistente), 4 y 10 = P2, 5 y 11 = P3, 6 y 12 = P4.  
 
El tercer marcador SU91 al igual que el BC420 se observó en el parental resistente 
Wilkinson-2 (P1) y su segregación en la descendencia F1 fue de 58 líneas positivas y 42 
líneas negativas, equivalente a una segregación de 3:2 (Tabla 3.11). Los genotipos 
susceptibles Common pinto e Ica Pijao fueron probados como controles negativos para 
el SU91 y BAC6 y se encontró que Common pinto no funciona muy bien como control 
negativo para estos marcadores, debido a que amplifica débilmente una banda en la 
altura de ambos SCARs, mientras que con Ica Pijao no se observan rastros de banda 
(Figura 3.35 y 3.36 A y B). En cuanto al SAP6 no se encontró presente en ninguno de 
los cuatro parentales y por lo tanto no amplificó en los descendientes F1. 
 
 
 
 
 
  
 
                                                               A. amplificación  en  parentales. 1 y 7 = Vax 3 
(resistente), 2 y 8 = Ica Pijao (susceptible), 3 y 9 = P1(resistente), 4 y 10 = P2, 5 y 11 = 

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Figura 3.34 Amplificación del BAC6 en controles y parentales. 
Figura 3.35 Amplificación del SU91.
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P3, 6 y 12 = P4. B. Amplificación en líneas F1. a = Vax 3 (resistente), b = Common 
Pinto (susceptible), c = P1 (resistente), d = P2, e = P3, f = P4, h a  p =  líneas F1. En 
ambos geles 0 = Lambda DNA/EcoRI+HindIII Marker, 3. 
 
 
 
 
 
 
                                                                                  0 = Lambda DNA 
/EcoRI+HindIII Marker, 3, 1 y 6 = Vax 3 (resistente), 2 y 7 = P1 
(resistente), 3 y 8 = P2, 4 y 9 = P3, 5 y 10 = P4.  
 
Los resultados de los marcadores moleculares para Xcp nos indican que no hay ninguna 
relación entre la amplificación de estos SCAR con lo que se observó en las evaluaciones 
fenotípicas. Está claro que las bandas de los marcadores que amplificaron en la 
descendencia provienen del parental resistente Wilkinson-2 pero es posible que no estén 
asociados con la resistencia a los aislados utilizados en este experimento.  
Estos marcadores se amplificaron con ADN genómico de las plantas que dieron semilla 
F2, y que fenotípicamente fueron 5 resistentes, 5 intermedias y 90 susceptibles, las 
cuales al compararlas con los resultados de cada marcador se observa claramente una 
diferencia significativa muy alta entre lo observado en el invernadero y lo que se obtuvo 
en el laboratorio con el análisis molecular (Tabla 3.12). 
Tabla 3.12 Prueba de chi cuadrado de los marcadores SCARs para Xcp. 
 
 
Por otra parte se observó que algunas de las líneas resistentes e intermedias en la 
generación F1 no mostraron resistencia en la generación F2 y viceversa. En la Tabla 3.13 
se observan estos resultados los cuales tampoco pueden predecirse por los marcadores 
utilizados.
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Evaluación
Fenotipica BC420 χV P BAC6 χV P SU91 χV P
Resist. e Interm. 10 43 74 58
Susceptibles 90 57 26 4253,04 Z0,001 183,48 102,03 Z0,001Z0,001
Evaluación marcadores moleculares
  Figura 3.36 Cribado del SAP6 en parentales.
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BC420 BAC6 SU91
05:154 6 + + + x
05:1492 1 + - + 8, 9
05:1681 9 - - + 6, 9, 9, 9, 9, 9, 9
05:1112-1 6 x
05:1115-3 9 - + + 1, 3
05:1179-4 5 + + + x
05:1236-3 9 + + + 3, 4, 5, 5, 8, 9
05:1248-3 8 + + + 5, 5
05:1273-1 6 x
05:1274-6 6 x
05:1295-1 3 + + + x
05:1389-3 9 + + + 6
05:1483-2 9 - + + 3, 9, 9
05:1483-4 7 + + + 6
05:1485-6 6 + + + 1, 4, 9, 9
05:1515-1 9 - - - 5, 9, 9, 9, 9, 9, 9, 9
05:1573-1 6 + - + x
05:1604-4 3 - + + 9
05:30-2 3 + + + 9, 9
05:30-3 9 - + + 4, 9, 9
05:461-1 8 - + + 6, 6. 8, 9, 9
05:643-3 3 + + + x
05:739-2 5 + - - 9
05:768-2 4 x
Evaluación
Fenotipica en  F
Evaluación
Fenotipica en FT
Líneas SCARs
Tabla 3.13 Líneas resistentes e intermedias en F1 y en F2 y su evaluación por 
marcadores moleculares 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     x = plantas que murieron o no dieron semilla F2 
 
 
Esta inestabilidad en la resistencia de una generación a otra puede deberse a que, en 
muchas de las líneas la inoculación y evaluación no fue siempre en el mismo trifolio (1º, 
2º y 3º trifolio) en ambas generaciones, por lo cual las lecturas en la evaluación de la 
resistencia pueden ser distintas debido a la edad de los mismos. Esto se fundamenta en 
el hecho de que la resistencia de una planta varía de un órgano a otro y de su edad  
(Aggour and Coyne, 1989; Aggour et al., 1989; Silva et al., 1989; Ariyarathne et al., 
1995; Singh and Muñoz, 1999).  Esta heterogeneidad en la inoculación de los trifolios 
no se pudo evitar debido a las anormalidades genéticas en los primeros trifolios, pérdida 
por caracoles, diferencias en las edades de las plantas, entre otras. 
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4. CONCLUSIONES 

El estudio de las dos generaciones (F1 y F2) de cruzamiento múltiple entre los materiales 
líneas recombinantes naturales tipo Faba y los cultivares selectos de origen 
Mesoamericano y Andino para caracteres de resistencia a enfermedades, virus del 
mosaico común (BCMV/BCMNV), antracnosis (Colletotrichum lindemuthianum L. – 
Ant) bacteriosis común (Xanthomonas campestris pv. Phaseoli – Xcp) y bacteriosis del 
halo (Pseudomona syringae pv. Phaseolicola – Psp), alto rendimiento y calidad 
comercial del grano, aportó las siguientes conclusiones: 
 
3.2 La utilización combinada de las razas 5  (genes Pse-1 y Pse-4) y la raza 7 de 
Pseudomonas (gen Pse-4) en la selección fenotípica de las generaciones F1 y F2 
justifica la baja frecuencia de líneas observadas fenotípicamente resistentes. Las 
líneas con genotipo Pse-1Pse-1 Pse-4 pse-4 serán resistentes a la raza 7 y 
parcialmente resistentes a la raza 5, ya que el gen Pse-4 parece seguir un modelo de 
resistencia recesiva a la raza 5. La presencia de una reacción de defensa de 
hipersensibilidad encontrada podría estar asociada a la presencia del gen  Pse-3 
(responsable de la reacción de hipersensibilidad en las razas 3 y 4), sin embargo el 
análisis molecular con SCAR B10 para Pse-3 no dió resultados que confirmen esta 
hipótesis.  
 
3.3 Los resultados del análisis molecular con los marcadores BC420, BAC6 y SU91 
ligados a QTLs de resistencia a Xanthomonas  mostraron una diferencia altamente 
significativa con los resultados de las evaluaciones fenotípicas, y por lo tanto, 
podrían no estar asociados a los genes o QTLs que codifican la resistencia para los 
aislados 241, 260, 326 y 410 y en esta población. 
 
3.4 El estudio molecular de la resistencia a Colletotrichum parece evidenciar la 
presencia de los genes de resistencia Co-6, Co-9 y Co-10, ligados a los marcadores 
SZ20, SB12 y SF10 respectivamente, en la población analizada 
 
3.5 La presencia de los genes I y bc-12 fue observada en los parentales y descendencia 
F1 con el análisis molecular. El previo conocimiento de la presencia de estos genes 
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en las líneas descendientes  podrá permitir predecir su comportamiento fenotípico y 
seleccionar con fiabilidad. 
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